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Introduction ge´ne´rale
En France, un test de grossesse peut eˆtre obtenu en pharmacie, sans ordonnance, pour quelques
euros (Fig. 1, a` gauche). Cet outil d’auto-diagnostic permet a` une femme de de´terminer si elle est
enceinte ; il repose ge´ne´ralement sur le dosage de l’hormone chorionique gonadotrope (hCG). Ce
syste`me miniaturise´ analyse en quelques minutes un e´chantillon brut, l’urine, et propose une lecture
simple du re´sultat : symboles +/−, barres colore´es ou affichage de texte. Ce test jetable, rapide,
peu couˆteux, de manipulation simple, est annonce´ fiable a` plus de 99% par les fabricants.
Moins re´pandus, les syste`mes d’automesure de la glyce´mie sont utilise´s par les diabe´tiques pour
controˆler leur niveau de glucose dans le sang (Fig. 1, a` droite). Un autopiqueur permet d’obtenir
une goutte de quelques microlitres, de´pose´e sur une bande de test, couple´e au syste`me de mesure.
En quelques secondes, le taux de glucose est affiche´ sur l’e´cran nume´rique. Le dispositif de mesure
est disponible a` partir de douze euros ; les bandes jetables couˆtent environ soixante-dix centimes
d’euro l’unite´ et sont vendues par paquets.
Fig. 1 – Exemples de (( mini-laboratoires )) d’utilisation courante : a` gauche, un test de grossesse ;
a` droite, un dispositif d’automesure de la glyce´mie.
Ces mini-laboratoires, ou laboratoires sur puce, sont des dispositifs miniaturise´s d’analyse bio-
logique. D’utilisation simple, base´s sur des e´chantillons bruts, ne demandant pas de pre´paration
pre´liminaire, ils sont destine´s a` des non-spe´cialistes. Ils fournissent rapidement, pour un couˆt raison-
nable, un re´sultat fiable et imme´diatement exploitable. Les marche´s cible´s par ce type de dispositifs
d’analyse sont multiples ; ainsi, un test de potabilite´ de l’eau, accessoire des randonneurs de pays
industrialise´s, peut s’ave´rer extreˆmement utile aux populations des pays en de´veloppement.
De nombreux efforts sont actuellement faits pour de´velopper des syste`mes similaires ; le principal
domaine d’application est celui de la recherche en biologie et sante´. Ces dispositifs permettent par
exemple la manipulation d’objets tels que les prote´ines ou les cellules. La recherche pharmaceutique
est e´galement tre`s inte´resse´e par des outils miniaturise´s de criblage haut-de´bit. Ces syste`mes de
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poche autorisent aussi un diagnostic rapide sur site, notamment dans des pays ne disposant pas
d’instruments hospitaliers modernes.
Les travaux pre´sente´s dans ce document s’inse`rent dans le cadre ge´ne´ral des laboratoires sur
puce. Ils concernent plus pre´cise´ment l’e´tude de l’inte´gration, dans de tels syste`mes, d’un polyme`re
aux proprie´te´s originales, le poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam). Le premier chapitre pre´sente
les enjeux des laboratoires sur puce, les microsyste`mes fluidiques et le pnipam de fac¸on approfondie.
Le deuxie`me chapitre est de´die´ au de´veloppement d’une technologie d’inte´gration du pnipam dans
des syste`mes miniaturise´s. Le troisie`me et dernier chapitre est consacre´ a` deux applications de cette
technologie pour les dispositifs d’analyse.
Chapitre 1
Enjeux des laboratoires sur puce et
proble´matiques
“If I have seen further, it is by standing on the shoul-
ders of giants.”
Isaac Newton, Lettre a` Robert Hooke, 5 fe´vrier 1676.
1.1 Introduction
Biosante´. Le se´quenc¸age du ge´nome humain a e´te´ le re´sultat d’une collaboration scientifique
mondiale impliquant des dizaines de partenaires publics et prive´s ; ce de´fi a notamment pu eˆtre
accompli graˆce au perfectionnement des outils d’analyse et a` l’automatisation des manipulations.
La publication de la se´quence du ge´nome humain n’a cependant pas marque´ la fin du criblage
haut-de´bit : l’e`re (( post-ge´nomique )) est caracte´rise´e par une complexification des syste`mes e´tudie´s.
La ge´nomique a laisse´ la place a` la transcriptomique, la prote´omique [1], la me´tabolomique, la
cellomique1 [2, 3, 4] et aux autres sciences en (( -omique )) (-omics), qui sont les nouveaux de´fis de
la biologie mole´culaire [5]. Les besoins de ces domaines plus complexes rejoignent cependant ceux
de la ge´nomique : criblage haut de´bit, processus automatise´s, analyses chimiques performantes, etc.
Outre la compre´hension des phe´nome`nes fondamentaux en biologie syste´mique, une large part de
ces recherches est de´die´e a` la recherche de nouveaux traitements et au diagnostic.
Diagnostic et miniaturisation. Le traitement intervient une fois que la maladie a e´te´ identifie´e.
La tendance actuelle est a` la miniaturisation des dispositifs de diagnostic, de fac¸on a` les rendre
portables, rapides, jetables et autonomes. La notion sous-jacente est celle de diagnostic en (( point
de service ))(point-of-care testing, poct), c’est a` dire le plus pre`s possible du patient. Une fois
l’analyse effectue´e, le patient peut e´ventuellement transmettre automatiquement les re´sultats a`
son me´decin par le re´seau informatique. Le de´veloppement de dispositifs de diagnostic jetables et
faciles d’utilisation n’a pas pour seul objectif de faciliter la vie des patients ; une autre priorite´ est
l’ame´lioration des soins dans les pays qui ne disposent pas des e´quipements de diagnostic couˆteux des
1Le transcriptome est l’ensemble des arn messagers produits dans une cellule ou une population de cellules ; le
prote´ome est l’ensemble des prote´ines exprime´es par un ge´nome ; le me´tabolome est l’ensemble des petits me´tabolites
(tels que les hormones) d’un e´chantillon biologique ; le cellome est l’ensemble des cellules d’un organisme et de leurs
composants.
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pays les plus riches [6]. La miniaturisation des syste`mes pour le vivant a fait converger les biologistes,
chimistes, physiciens et technologues vers l’e´chelle commune du micro- et nanome`tre [7, 8, 9] ;
nos recherches se situent pre´cise´ment a` cette interface. Dans ce chapitre, j’esquisse tout d’abord
un panorama des de´veloppements effectue´s dans le domaine des microsyste`mes pour le vivant ;
j’aborde les particularite´s de la re´duction des dimensions, notamment en fluidique, avant de pre´senter
en de´tail le concept de laboratoire sur puce. Dans une deuxie`me partie, je dresse un e´tat des
connaissances actuelles sur le polyme`re (( intelligent )) dont l’inte´gration est le sujet de nos travaux.
1.2 Panorama des microsyste`mes pour le vivant
1.2.1 Re´duction des dimensions
1.2.1.1 Inte´reˆts de la miniaturisation
E´conomie de re´actifs et de temps. Les potentialite´s des dispositifs d’analyse miniaturise´s
sont ge´ne´ralement pre´sente´es dans la litte´rature comme une petite re´volution [10, 11, 12, 13]. Des
dispositifs miniaturise´s impliquent des volumes plus faibles, des distances plus courtes. Ainsi, on
n’utilise que de faibles volumes d’e´chantillons et de re´actifs, qui peuvent eˆtre rares ou couˆteux [14].
Lion et al. passent en revue les implications de la miniaturisation dans le cadre de l’analyse des
prote´ines ; ils proposent trois principaux indicateurs visant a` de´terminer si un dispositif miniaturise´
est plus avantageux : les performances, la quantite´ d’e´chantillon ne´cessaire et le temps d’analyse [15] ;
la miniaturisation n’est d’ailleurs pas obligatoirement la meilleure solution dans tous les cas.
Gain en performances. Dans les analyses de se´paration, la the´orie pre´voit une plus grande
efficacite´ [10], notamment en e´lectrophore`se capillaire [11]. Des canaux miniaturise´s re´duisent les
distances de diffusions mole´culaire et thermique. Le temps de diffusion sur une distance d varie
comme l’inverse du carre´ de la distance (1/d2) : s’il faut 17 minutes a` une espe`ce pour diffuser sur
1 mm, il ne lui faut que 100 ms pour diffuser sur 10µm [16] ; en re´duisant le libre parcours moyen
des espe`ces, on favorise e´galement les re´actions [13]. A` titre d’exemple, l’analyse d’un e´chantillon de
se´rum humain par chromatographie liquide et spectrome´trie de masse a e´te´ re´alise´e en puce et en
capillaire par Horvatovich et al. : le dispositif sur puce a une re´solution double pour un volume
d’e´chantillon consomme´ trente fois infe´rieur [17].
Inte´gration sur puce et diminution des couˆts. La miniaturisation des syste`mes d’analyse vise
e´galement le regroupement de plusieurs fonctions sur le meˆme support, voire des chaˆınes comple`tes
d’analyse (§ 1.2.2.2). En regroupant les fonctions, la connectique est simplifie´e, les canaux sont
re´duits et les volumes morts minimise´s. Les syste`mes fabrique´s, en e´tant miniaturise´s, sont beaucoup
plus portables ; cette caracte´ristique est particulie`rement inte´ressante, que ce soit pour le diagnostic
a` domicile ou les urgences sanitaires a` grande e´chelle, dans des zones avec peu d’infrastructures
me´dicales [6]. Par ailleurs, l’inte´gration de syste`mes miniaturise´s d’analyse sur puce permet de
profiter des meˆmes avantages que la fabrication en masse de la micro-e´lectronique (very large scale
integration, vlsi) : la fabrication a` grande e´chelle assure une excellente reproductibilite´ et des
couˆts limite´s. La reproductibilite´ est ne´cessaire a` l’utilisation de dispositifs de fac¸on hautement
paralle´lise´e pour du criblage haut-de´bit [18]. La baisse des couˆts de fabrication permet d’envisager
des dispositifs jetables, a` utilisation unique, supprimant par la meˆme occasion les proble`mes de
contamination croise´e.
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1.2.1.2 De´fis et verrous
Re´duction d’e´chelle. La miniaturisation des syste`mes d’analyse chimique et biologique est por-
teuse d’autant de potentialite´s d’applications que de de´fis technologiques et scientifiques a` relever.
En effet, la re´duction d’e´chelle (downscaling) rend ne´cessaire la prise en compte de nombreux ef-
fets physiques et chimiques lors de la conception. Il ne suffit pas de re´duire homothe´tiquement les
dimensions des dispositifs macroscopiques [13]. Il est e´galement important de se poser la question
de l’influence de la re´duction des dimensions sur les diffe´rents modes de de´tection chimique et
biologique [19].
Pre´ponde´rance des surfaces. La miniaturisation des dispositifs d’analyse entraˆıne une forte
augmentation du rapport surface-sur-volume. Elle favorise par exemple l’adsorption des analytes
sur les parois [20] et l’e´vaporation des liquides, en particuliers des gouttes [19] ; dans le domaine des
biopuces, le glyce´rol est utilise´ pour limiter cet effet. L’influence des surfaces devient pre´ponde´rante ;
il est ne´cessaire de controˆler pre´cise´ment les divers phe´nome`nes physiques et chimiques qui s’y
de´roulent. La fonctionnalisation chimique de surface a donc une importance cruciale dans la minia-
turisation des syste`mes d’analyse.
Fluidique. La miniaturisation permet de re´duire le temps de diffusion, mais elle entraˆıne e´galement
des e´coulements laminaires qui ne favorisent pas le me´lange (§ 1.2.2.1). Il est donc ne´cessaire de
de´velopper de nouvelles approches pour me´langer les fluides dans les microsyste`mes. La connexion
du microsyste`me avec le monde exte´rieur est e´galement un de´fi que je de´taillerai plus loin. La
(( barrie`re du microlitre )) correspond a` l’ensemble des proble`mes engendre´s par la dispense et la
manipulation de volumes de liquides infe´rieurs au microlitre [18, 21, 22].
1.2.1.3 Interdisciplinarite´
Perspective historique. Interdisciplinarite´ et recherche scientifique ont longtemps e´te´ lie´es. Aris-
tote est a` l’origine des principales subdivisions de la connaissance ; non seulement il e´tudie l’ensemble
des disciplines possibles, mais il y participe activement et influence notablement la plupart d’entre
elles [23]. D’autres polymathes marquent l’histoire de la connaissance : Le´onard de Vinci, Galile´e,
Thomas Young, etc. Ces (( hommes d’esprit universels )) e´tudient et excellent dans plusieurs disci-
plines diffe´rentes. Cependant, avec l’e´volution des sciences et des techniques, la somme des connais-
sances augmente de fac¸on telle que les scientifiques sont de moins en moins capables de maˆıtriser
autant de domaines de compe´tences. Au xxe sie`cle, l’interdisciplinarite´ n’est plus que rarement
pre´sente dans la recherche scientifique. On ne rencontre alors le concept de fac¸on re´gulie`re que dans
le domaine de la sante´, ou` il fait ge´ne´ralement re´fe´rence aux diffe´rentes spe´cialisations [24, 25]. La
miniaturisation des dispositifs d’analyse a cependant, de`s les anne´es 1990, incite´ au rapprochement
des biologistes, chimistes, physiciens et technologues [7].
Terminologie. On entend parfois les termes de multidisciplinarite´ ou pluridisciplinarite´ ; ces no-
tions ne sont pas e´quivalentes a` l’interdisciplinarite´. Multi et pluri signifient que plusieurs disciplines
sont mises en jeu ; par exemple, le cursus primaire, colle`ge et lyce´e est tre`s pluridisciplinaire : de nom-
breuses disciplines diffe´rentes y sont e´tudie´es. En revanche, interdisciplinaire indique que plusieurs
disciplines sont aborde´es ensemble. L’interdisciplinarite´ fait intervenir des disciplines diffe´rentes sur
la meˆme proble´matique, avec des angles d’approche diffe´rents.
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Interdisciplinarite´ a` l’e´chelle micro et nano. La taille typique d’une cellule est 10µm ;
une chaˆıne d’adn mesure quelques nanome`tres de large : il est naturel que biologie et micro-
nanotechnologies aient converge´ (Fig. 1.1). Les physiciens et chimistes peuvent ainsi aider les bio-
logistes a` re´aliser de nouveaux outils d’analyse et de manipulation d’e´chantillons ; re´ciproquement,
les scientifiques peuvent s’inpirer de l’e´tude des syste`mes biologiques micro- et nanome´triques pour
ame´liorer ou cre´er de nouveaux dispositifs [26] ; la nature est encore un bien meilleur nano-architecte
que l’homme, notamment en ce qui concerne les syste`mes auto-assemble´s [27]. Le travail de recherche
interdisciplinaire n’est pas facile ; les intervenants, physiciens, technologues, chimistes et biologistes,
utilisent notamment des vocabulaires tre`s diffe´rents. Les structures administratives existantes ne
favorisent pas non plus l’interdisciplinarite´, du moins en France ; peu d’efforts sont d’ailleurs faits
en ce sens, malgre´ les promesses et les re´formes des responsables politiques [28]. Ce sont donc les
chercheurs qui doivent prendre l’initiative, malgre´ les obstacles institutionnels, administratifs et
budge´taires, de la collaboration interdisciplinaire. C’est graˆce a` cette volonte´ d’interdisciplinarite´
qu’ont pu eˆtre de´veloppe´s les microsyste`mes pour la biologie et la sante´, en particulier les syste`mes
microfluidiques et les laboratoires sur puce.
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1.2.2 De la microfluidique aux laboratoires sur puce
1.2.2.1 Introduction a` la microfluidique
De´finition. G.M. Whitesides de´finit la microfluidique comme (( la science et la technologie des
syste`mes qui manipulent de petits volumes de fluides (10−9 a` 10−18 litres), en utilisant des canaux
de quelques dizaines de microme`tres )) [29]. Selon P. Tabeling, (( on peut de´finir la microfluidique
comme [une discipline] portant sur les e´coulements de fluides simples ou complexes, mono ou multi-
phasiques, dans des microsyste`mes artificiels, c’est-a`-dire fabrique´s a` l’aide des nouvelles technolo-
gies2 )) [30]. La premie`re de´finition fait bien apparaˆıtre la dualite´ de la microfluidique : en tant que
science, elle englobe l’e´tude des phe´nome`nes et la physique des fluides a` l’e´chelle microme´trique ; en
tant que technologie, elle contient e´galement une dimension applicative. Cependant, la de´finition de
Whitesides fait porter le pre´fixe micro sur la dimension de canaux3 ; or, certains syste`mes micro-
fluidiques, par exemple les dispositifs d’e´lectromouillage sur die´lectrique, fonctionnent en gouttes,
sans canaux [31, 32]. Tabeling donne quant a` lui une de´finition d’inge´nieur qui, comme il le
souligne lui-meˆme, exclut l’ensemble des syste`mes microfluidiques naturels, tels que les capillaires
sanguins ou le transport de se`ve dans les plantes (Fig. 1.2). Je pre´fe`re de´finir la microfluidique de
fac¸on plus large, comme la science et la technologie des syste`mes manipulant des fluides et dont au
moins l’une des dimensions caracte´ristiques est de l’ordre du microme`tre.
Fig. 1.2 – Exemple de re´seau microfluidique naturel : structure veineuse d’une feuille d’e´rable. Le
reste de la feuille a e´te´ dissout par gravure pour ne conserver que les veines.
2Tabeling pre´cise qu’il entend essentiellement par (( nouvelles technologies )) les technologies de microfabrication
he´rite´es de la micro-e´lectronique.
3Ce pre´fixe ne concerne pas les volumes de fluides qui, dans la de´finition de Whitesides, sont compris entre le
nanolitre et l’attolitre.
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E´coulements des fluides a` l’e´chelle micro- et nanome´trique. Aux petites dimensions, les
phe´nome`nes physiques macroscopiques ne subissent pas seulement une diminution line´aire de leurs
effets. Certains phe´nome`nes ne´gligeables deviennent pre´ponde´rants, comme la capillarite´ ; inverse-
ment, d’autres forces telles que la gravite´ deviennent ne´gligeables [33]. L’utilisation de grandeurs
sans dimension permet d’appre´hender plus facilement les caracte´ristiques d’un syste`me microflui-
dique [34]. La plus re´pandue est probablement le nombre de Reynolds Re, propose´ en 1883 [35],
qui caracte´rise le rapport entre les forces d’inertie et les forces de viscosite´ (Eq. 1.1). Les syste`mes
microfluidiques sont ge´ne´ralement caracte´rise´s par un petit nombre de Reynolds : les forces de vis-
cosite´ sont pre´ponde´rantes. Ce comportement se traduit par des flux laminaires. On peut e´galement
citer le nombre de Pe´clet Pe, liant convection et diffusion, et le nombre de Knudsen Kn, permettant
de classifier les milieux continus. Squires et Quake de´crivent en de´tail la physique et les nombres









– ρ la masse volumique du fluide (kg.m−3) ;
– ` la taille caracte´ristique du syste`me (m) ;
– V une vitesse caracte´ristique (m.s−1) ;
– η la viscosite´ dynamique du fluide (kg.m−1.s−1, Pa.s, ou Pl) ;
– ν la viscosite´ cine´matique du fluide (m2.s−1).
De´veloppement. La microfluidique est un domaine de recherche particulie`rement dynamique,
comme en te´moigne une rapide analyse de la production scientifique mondiale4 (Fig. 1.3). White-
sides relie ce dynamisme a` quatre the´matiques principales5 : la chimie analytique, la biode´fense, la
biologie mole´culaire et la micro-e´lectronique [29] ; tout d’abord, le succe`s des me´thodes analytiques
au format capillaire (chromatographie liquide a` haute performance, e´lectrophore`se) a conduit a`
miniaturiser davantage les dispositifs, afin d’ame´liorer la sensibilite´ et la re´solution des analyses.
Le de´veloppement de la microfluidique a e´galement e´te´ abondamment subventionne´ par les agences
militaires, afin de re´pondre au risque des armes chimiques et biologiques. Par ailleurs, la course
au se´quenc¸age du ge´nome humain, rapidement suivi par le prote´ome et le me´tabolome, a rendu
ne´cessaire le developpement d’outils d’analyse haut de´bit hautement paralle´lisables. Enfin, la mi-
crofluidique a largement profite´ des technologies de microfabrication, de´veloppe´es a` l’origine pour
la micro-e´lectronique et les microsyste`mes. On peut ne´anmoins s’e´tonner du fait que, malgre´ ces
facteurs et ce dynamisme, la microfluidique n’ait pas encore envahi notre quotidien, en particulier
dans le domaine de la sante´. La raison principale que je vois a` cette latence est que la microfluidique
reste une discipline relativement jeune ; de tre`s nombreux dispositifs ont e´te´ de´veloppe´s, enrichis-
sant d’autant la boˆıte a` outils microfluidique. Cependant, le proble`me reste leur inte´gration, leur
assemblage cohe´rent et la possibilite´ d’utilisation du dispositif final par une personne non avertie.
En ce sens, les tests de grossesse jetables, bien que plus simples, sont un exemple a` suivre [37]. Je
suis cependant confiant dans l’avenir de la microfluidique, qui a d’ailleurs e´te´ choisi en 2001 par la
4Recherche effectue´e le 12 juin 2008 sur le mot-clef microfluidics dans la base de donne´es CAplus avec l’outil
SciFinder Scholar. Il faut garder a` l’esprit que cette base de donne´es est principalement oriente´e sur le domaine de la
chimie et la sante´ ; le compte total des publications concernant la microfluidique est donc probablement encore plus
e´leve´.
5A. van den Berg attribue le de´veloppement de la microfluidique aux meˆmes (( origines )), mais ne cite pas
l’impulsion donne´e par la recherche en biode´fense [36].
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Fig. 1.3 – E´volution annuelle du nombre de re´fe´rences indexe´es dans CAS concernant la microflui-
dique. L’axe des ordonne´es utilise une e´chelle logarithmique.
Fonctions de base. La technologie microfluidique comporte plusieurs facettes ne se limitant
pas a` (( l’e´coulement des fluides )). On peut identifier plusieurs composantes d’un syste`me mi-
crofluidique : les zones d’e´coulement, les dispositifs d’actionnement et l’interface avec le monde
exte´rieur. Les zones d’e´coulement sont ge´ne´ralement des microcanaux fabrique´s en technologie po-
lyme`re [39, 40]. Les techniques de micro-e´lectronique fournissent de nombreuses technologies d’usi-
nage de volume et de surface ; d’autres technologies, telles que le laminage de films secs, ont e´te´
de´veloppe´es plus spe´cifiquement pour les syste`mes microfluidiques [41]. La ge´ome´trie et le design
des zones d’e´coulement est e´galement a` prendre en compte : canaux droits simples, en forme de
T [42] ou meˆme biomime´tiques [26]. Une autre fonction microfluidique de base est l’actionnement
des fluides [43] : ce terme recouvre l’injection, le de´placement controˆle´ et les diffe´rentes ope´rations
effectue´es sur le fluide, comme le me´lange. Ces fonctions sont imple´mente´es par une varie´te´ de
composants microfluidiques e´le´mentaires : pompes [44, 45, 46], valves [47, 48], me´langeurs [49]. Le
dernier aspect de la technologie microfluidique, et non le moindre, est la connexion entre le syste`me
microme´trique et le monde exte´rieur [30, 50]. La connectique entre le syste`me microfluidique et le
macromonde s’apparente a` de la microplomberie ; il s’agit de de´velopper des interfaces, si possible
standardise´es [51], entre des syste`mes d’e´chelles tre`s diffe´rentes. Tous ces aspects ne recouvrent que
les fonctions de base, que l’on rencontre ge´ne´ralement dans tout syste`me microfluidique ; d’autres
fonctions plus e´volue´es sont souvent ajoute´es.
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E´le´ments magne´tiques et optiques inte´gre´s. En plus des fonctions de base, la boˆıte a` outils
du technologue en microfluidique est riche de nombreux e´le´ments, notamment magne´tiques et op-
tiques. Les bobines et autres e´le´ments magne´tiques ont e´te´ inte´gre´s a` l’e´chelle microme´trique lors du
de´veloppement des microsyste`mes e´lectrome´caniques (micro-electromechanical systems, mems) [52] ;
l’application la plus connue de mems magne´tiques est probablement les teˆtes d’enregistrement pour
disques durs, fonctionnant sur le principe de la magne´tore´sistance ge´ante. En microfluidique, les
e´le´ments magne´tiques servent principalement a` la manipulation d’e´chantillons : pompes, valves,
me´langeurs, triage, se´paration, etc. [53] Les particules magne´tiques (notamment les billes) sont
particulie`rement utilise´es comme support solide pour les tests biologiques [54]. Plus rarement,
des fonctions magne´tiques peuvent servir a` la de´tection ; Trumbull et al. ont ainsi inte´gre´ sur
puce un syste`me de re´sonance magne´tique nucle´aire [55]. A` l’inverse, les composants optiques sont
ge´ne´ralement utilise´s pour la de´tection et plus rarement pour la manipulation d’e´chantillons [56, 57,
58] ; l’une des possibilite´s pour la de´tection inte´gre´e est le couplage avec une fibre optique [59, 60].
Pour finir, on peut remarquer que, parfois, les roˆles sont inverse´s : la microfluidique se met au
service de l’optique ; Psaltis et al. ont ainsi de´taille´ diffe´rentes applications d’(( optofluidique )),
faisant ainsi re´fe´rence aux syste`mes optiques controˆle´s par des composants microfluidiques [61] ; les
fibres optiques microfluidiques ont d’ailleurs e´te´ mises en avant en 2004 par la Technology Review
du M.I.T. comme l’une des (( dix technologies e´mergentes qui vont changer le monde )) [62].
1.2.2.2 Microfluidique pour le vivant : µTAS et laboratoires sur puces
Historique et de´finitions. L’analyse du vivant regroupe trois des quatre raisons majeures,
e´voque´es pre´ce´demment, ayant entraˆıne´ le de´veloppement de la microfluidique ; il est donc na-
turel qu’elle repre´sente une large part des applications. On conside`re ge´ne´ralement que le premier
dispositif microfluidique d’analyse est celui de´veloppe´ par Terry et al. ; ceux-ci re´alisent en 1979
un syste`me miniaturise´ d’analyse de gaz par chromatographie sur un substrat de silicium [63]. Ils
re´duisent les dimensions du dispositif de trois ordres de grandeur, tout en inte´grant une colonne
de se´paration d’1, 5 m de long, capable de se´parer des me´langes gazeux hydrocarbone´s en moins
de dix secondes. Ce travail est tellement novateur qu’il faut attendre dix ans pour voir e´merger
des travaux analogues et la rationalisation du concept : Manz et al. proposent en 1990 la notion
de (( syste`mes miniaturise´s d’analyse chimique comple`te6 )) (miniaturized total chemical analysis
systems), plus tard abre´ge´ en (( microtas )) (micro total analysis systems) [10]. Ce terme regroupe
les syste`mes miniaturise´s, posse´dant ge´ne´ralement une dimension microme´trique, qui inte`grent la
se´quence comple`te d’analyse d’un e´chantillon brut jusqu’a` la lecture du re´sultat. Le concept de
(( laboratoire sur puce )) (lab-on-a-chip, LOC), plus ge´ne´ral, a e´merge´ plus tard, quand il s’est ave´re´
que les technologies de microtas avaient d’autres applications que l’analyse chimique. La notion de
laboratoire sur puce est moins restrictive que celle de microtas : un laboratoire sur puce ne contient
pas ne´cessairement l’inte´gralite´ de la chaˆıne d’analyse, alors que c’est la de´finition d’un microtas ;
les laboratoires sur puce de synthe`se chimique ne sont par exemple pas des microtas [64]. On peut
de´finir un laboratoire sur puce comme un dispositif inte´gre´ rassemblant, sur un substrat miniaturise´,
une ou plusieurs fonctions de laboratoire.
De´buts. Les premiers travaux des anne´es 1990 consistent en la miniaturisation de dispositifs
d’analyse chimique. Manz et al. utilisent des techniques de photolithographie, d’oxydation et de
gravure pour re´aliser des puces d’e´lectrophore`se capillaire sur silicium [11]. L’application de plus
fortes tensions, ne´cessaire pour rendre l’analyse plus rapide et performante, incite rapidement a` se
6Je pre´fe`re cette traduction a` celle, souvent rencontre´e, d’(( analyse totale )). Cette dernie`re, sans re´ellement eˆtre
un barbarisme, me semble toutefois moins adapte´e.
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tourner vers le verre. Harrison et al. de´veloppent ce concept en re´alisant, sur une puce en verre,
un syste`me inte´gre´ d’e´lectrophore`se capillaire, comprenant des pompes e´lectro-osmotiques [65, 66].
Ces travaux novateurs de´montrent a` l’e´poque les potentialite´s des syste`mes d’analyse miniaturise´s ;
de nombreuses e´quipes de recherche de´cident alors de de´velopper de tels dispositifs, entraˆınant de
nombreuses avance´es technologiques [16].
De´veloppement re´cent. Les travaux sur les laboratoires sur puce et les microtas ont rapi-
dement trouve´ leur place. Des journaux comme Electrophoresis ou Analytical Chemistry les ont
accueilli a` bras ouverts. La confe´rence internationale annuelle microtas (International conference
on miniaturized systems for chemistry and life sciences) existe depuis 1994 [36] ; le journal Lab on
a Chip, publie´ par Rsc Publishing, a e´te´ cre´e´ en 2001. Les travaux re´cents dans le domaine des
laboratoires sur puce et des microsyste`mes d’analyse comple`te font re´gulie`rement l’objet de revues
de la litte´rature [12, 67, 68]. L’objectif n’est donc pas ici de re´aliser une analyse exhaustive de ces
travaux ; il est plutoˆt de proposer un panorama ge´ne´ral et repre´sentatif. Le lecteur, s’il souhaite
approfondir ces notions, pourra se rapporter aux re´fe´rences, en preˆtant un inte´reˆt particulier aux
revues de la litte´rature, signale´es dans la bibliographie par la mention Revue .
Applications. La chimie analytique et la biologie mole´culaire ont fortement participe´ au de´velop-
pement de la microfluidique et des laboratoires sur puce. La majorite´ des applications rele`ve donc de
ces domaines. En 2002, Auroux et al. en proposent une revue assez comple`te, en particulier concer-
nant les ope´rations standard d’analyse chimique [69]. Des laboratoires sur puce sont actuellement
de´veloppe´s pour l’e´tude de la plupart des mole´cules et macromole´cules biologiques : adn [70, 71],
prote´ines et peptides [72, 73], cellules [3, 74], anticorps et antige`nes [42, 75], sucres [76, 77]. Les
applications vise´es en recherche et de´veloppement sont le diagnostic clinique (grippe aviaire [78],
cancer [79]), notamment en (( point de service )), et la recherche pharmaceutique [80] : les tech-
niques miniaturise´es permettent de re´aliser des criblages paralle´lise´s haut de´bit pour la de´couverte
de me´dicament. Les techniques de surveillance biome´dicale en point de service sont e´galement
ge´ne´ralise´es a` l’analyse alimentaire et environnementale, afin de controˆler la qualite´ de la nourriture
ou la pollution des cours d’eau [81]. Par ailleurs, une part non ne´gligeable des financements de
recherche sur les laboratoires sur puce provient des fonds alloue´s a` la lutte contre le bioterrorisme ;
on voit par exemple apparaˆıtre des dispositifs de de´tection du gaz Sarin dans le sang [82]. Les
Sandia National Laboratories jouent un roˆle important dans le domaine de la biode´fense. Pour finir,
les laboratoires sur puce ne sont pas limite´s a` l’analyse biologique ; ils peuvent e´galement servir
de re´acteurs chimiques. Les dimensions re´duites des syste`mes microfluidiques permettent en effet
un meilleur controˆle et une meilleure de´tection des re´actions chimiques, notamment du me´lange de
re´actifs [64, 83].
Prote´omique. La recherche prote´omique est un domaine de recherche post-ge´nomique tre`s actif ;
de nombreux travaux mene´s en microfluidique et sur les laboratoires sur puce sont lie´s a` l’analyse
des prote´ines et de leurs fonctions [73, 84, 85, 86]. La miniaturisation de l’analyse prote´omique est
motive´e par le gain de performance du (( triangle analytique )) pre´sente´ plus haut [15] (p. 12). Freire
et al. identifient quatre fonctions majeures indispensables a` la prote´omique sur puce : le traitement
chimique, la pre´concentration et le nettoyage, les se´parations chimiques et les interfaces avec la
spectrome´trie de masse (pour analyse) [87]. Ils rappellent eux aussi l’importance (et la difficulte´) de
de´velopper les diffe´rents modules et de les inte´grer sur un meˆme support. Les ope´rations typiques
re´alise´es sur puce sont la se´paration rapide et l’analyse de digests de prote´ines [88] ; des re´sultats
tre`s encourageants sont obtenus, notamment par Li et al. : cette e´quipe a de´veloppe´ une re´elle
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plate-forme prote´omique d’analyse SPE-CE-MS7 de digests de prote´ines ; la plate-forme, e´quipe´e
d’une dispense d’e´chantillons automatise´e, est capable de traiter douze e´chantillons par heure [89].
Laboratoires sur puce commercialise´s. Malgre´ les nombreux efforts des laboratoires de re-
cherche, les laboratoires sur puce ayant atteint la maturite´ ne´cessaire a` leur commercialisation sont
rares. STMicroelectronics (http://www.st.com) a de´veloppe´ une plate-forme ge´ne´rique, baptise´e
In-Check, base´e sur une puce en silicium8. Elle inclut toutes les fonctions ne´cessaires a` l’identifi-
cation de se´quences donne´es d’oligonucle´otides, y compris la PCR et une biopuce inte´gre´e. ST a
ensuite travaille´ avec plusieurs laboratoires spe´cialise´s pour de´velopper des applications particulie`res
base´es sur In-Check. Ainsi, ST et la socie´te´ finlandaise Mobidiag ont lance´ en septembre 2005 un la-
boratoire sur puce pour le diagnostic rapide de bacte´ries a` l’origine de la septice´mie9. En mars 2008,
ST annonce la commercialisation d’une nouvelle application, re´alise´e en collaboration avec Veredus
Laboratories10. La puce, nomme´e (( VereFlu )), a pour objectif le diagnostic rapide de la grippe (flu)
en point de service ; elle permet de de´tecter les principaux types de grippe, y compris la souche H5N1
de la grippe aviaire, en un seul test. La socie´te´ Agilent Technologies (http://www.agilent.com),
quant a` elle, a de´veloppe´ un syste`me d’identification de prote´ines, couplant une puce de chroma-
tographie liquide haute performance a` un spectrome`tre de masse (HPLC-Chip/MS)11. La puce
microfluidique a la dimension d’une lame de microscope et inte`gre un colonne de pre´concentration,
une colonne analytique et une pointe d’e´lectrone´bulisation12.
1.2.2.3 Inte´gration des briques technologiques en microTAS
Briques technologiques. Les laboratoires sur puce destine´s a` l’analyse biologique sont des as-
semblages de briques technologiques pouvant eˆtre classe´es en familles, dont principalement : la
pre´paration d’e´chantillon (pouvant inclure la concentration), la manipulation (des fluides et des
analytes, y compris le me´lange), la re´action (avec divers re´actifs chimiques ou biologiques), la
se´paration chimique (chromatographie, e´lectrophore`se) et la de´tection (fluorescence, spectrome´trie
de masse). Le principal de´fi consiste en l’assemblage final de ces briques technologiques de fac¸on
homoge`ne13. De nombreux efforts ont ainsi e´te´ faits afin d’inte´grer les dispositifs de de´tection sur
puce : la de´tection repre´sente une e´tape incontournable et critique dans tout dispositif d’analyse. Les
trois techniques principales de de´tection utilise´es dans les laboratoires sur puce sont les me´thodes
optiques, e´lectrochimiques et d’analyse de masse [56, 91]. Les deux premie`res peuvent eˆtre inte´gre´es
dans les microsyste`mes, a` l’instar des lasers a` cavite´ verticale e´mettant par la surface (vertical cavity
surface emitting lasers, Vcsel) de´veloppe´s par Thrush et al. [92]. Les spectrome`tres de masse,
quant a` eux, ne peuvent pas eˆtre inte´gre´s sur puces ; c’est donc principalement l’interfac¸age qui a
fait l’objet de de´veloppements.
7Solid-phase extraction, capillary electrophoresis and mass spectrometry : extraction en phase solide, se´paration






12Vide´o de pre´sentation : http://www.chem.agilent.com/en-us/products/instruments/lc/
1200serieshplc-chipmssystem/pages/gp15389.aspx
13Des assemblages complexes ne sont pas toujours ne´cessaires : Jacobson et al. ont par exemple re´alise´, sur une
puce simple en forme de croix, la se´paration e´lectrophore´tique d’un e´chantillon binaire en moins d’une milliseconde ;
cela repre´sente un gain de deux ordres de grandeur par rapport a` la meˆme ope´ration en capillaires [90].
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Inte´gration. Minc et Viovy distinguent l’inte´gration spatiale, au sens de l’inte´gration a` tre`s
grande e´chelle rencontre´e en micro-e´lectronique (very large scale integration, vlsi), et l’(( inte´gration
verticale14 )), c’est a` dire le regroupement de fonctionnalite´s diffe´rentes [93]. Les puces re´alise´es par
Quake et son e´quipe, contenant des milliers de valves miniaturise´es fonctionnant en paralle`le,
appartiennent par exemple a` la premie`re cate´gorie [47]. A` l’heure actuelle, beaucoup de briques
technologiques de base ont e´te´ de´veloppe´es ; cependant, l’assemblage de dispositifs comple`tement
inte´gre´s est lent ; plusieurs dispositifs (( re´ellement microtas )) ont ne´anmoins e´te´ pre´sente´s ces
dernie`res anne´es.
MicroTAS d’analyse ge´nomique. Liu et al. ont de´veloppe´ une puce comple`tement inte´gre´e et
automatise´e comprenant me´langeurs, valves, pompes, canaux, chambres et une biopuce a` adn [94].
Ce dispositif permet d’effectuer toutes les e´tapes, de la pre´paration d’e´chantillon brut a` la de´tection
e´lectrochimique, en passant par la pcr. La puce doit ne´anmoins eˆtre inse´re´e dans un instrument
fournissant l’e´nergie e´lectrique, l’interface de lecture, un e´le´ment Peltier et un aimant permanent ;
ces fonctions sont cependant, a` de´faut d’eˆtre embarque´es dans la puce, assez le´ge`res pour assurer
la portabilite´ de l’instrument. La puce est suffisamment bas-couˆt pour eˆtre jetable : cela permet
a` la fois de s’affranchir de tout proble`me de contamination croise´e et de simplifier son design, par
exemple en utilisant des valves en paraffine a` usage unique. L’analyse totale dure moins de trois
heures (dont 90 min de pcr et une heure d’hybridation adn).
MicroTAS d’analyse prote´omique. L’analyse prote´omique est plus difficile a` miniaturiser dans
son inte´gralite´, car elle comprend souvent une e´tape finale d’analyse utilisant un gros instrument.
Trumbull et al. sont toutefois parvenus a` re´aliser un ve´ritable microtas d’analyse prote´omique
en inte´grant, sur une puce microfluidique, un dispositif d’e´lectrophore`se capillaire couple´ a` une
de´tection par re´sonance magne´tique nucle´aire inte´gre´e [55]. Bien qu’il ait fallu faire des compromis
en terme de sensibilite´, ces travaux restent l’un des meilleurs exemples de preuve de concept des
microtas pour la prote´omique. D’autres re´sultats, tels que ceux de Moon et al., me´ritent e´galement
d’eˆtre souligne´s. Ces derniers ont re´alise´ une puce utilisant une technique microfluidique discre`te
(e´lectromouillage sur die´lectrique) [95] ; la puce permet d’effectuer la pre´paration d’e´chantillon et
le me´lange avec les re´actifs. Les donne´es sont ensuite collecte´es par un spectrome`tre de masse.
Compatibilite´ et connectivite´. L’assemblage des briques technologiques ne doit pas faire ou-
blier que le dispositif final doit eˆtre connecte´ au monde exte´rieur [96]. Les syste`mes microfluidiques
base´s sur la centrifugation cumulent sur ce point plusieurs avantages [97]. Outre les qualite´s in-
trinse`ques du dispositif d’analyse (paralle´lisme, reproductibilite´, haut de´bit) [98], certains (( labo-
ratoires sur CD )) sont directement utilisables sur des lecteurs CD ou DVD commerciaux : le laser,
habituellement utilise´ pour la lecture des donne´es informatiques, sert alors de source d’excitation
de fluorescence [99]. Ces dispositifs constituent un excellent exemple de volonte´ de compatibilite´
des briques technologiques avec un mate´riel existant et re´pandu.
Conclusions. Le de´veloppement de briques technologiques assemble´es ne doit pas faire oublier
que l’une des particularite´s des microtas est l’analyse d’e´chantillons bruts : salive, urine, sang, etc.
Cette caracte´ristique, destine´e a` faciliter l’analyse par le manipulateur, implique ne´anmoins des
e´tapes de pre´paration d’e´chantillons ; ces e´tapes sont ne´cessaires afin d’extraire du liquide brut les
mole´cules d’inte´reˆt et d’en retirer les e´ventuelles espe`ces parasites pour l’analyse.
14Ce terme me paraˆıt mal choisi : (( inte´gration verticale )) fait davantage penser a` un assemblage de plusieurs
briques, empile´es pour former un dispositif hybride en volume, qu’a` un dispositif planaire inte´grant des fonctions
diffe´rentes.
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1.2.2.4 Pre´paration d’e´chantillons
E´chantillons non ide´aux. Le maillon faible des syste`mes de de´tection microfluidiques reste la
pre´paration d’e´chantillon [37]. La ne´cessite´ d’inte´grer des dispositifs de pre´paration d’e´chantillons
de´coule directement du concept de microtas. La plupart des laboratoires sur puces sont teste´s
avec des e´chantillons ide´aux, pre´pare´s spe´cifiquement pour que la caracte´risation soit la meilleure
possible. Dans les microtas, l’analyse est effectue´e a` partir d’un e´chantillon brut ; dans le do-
maine de la sante´, il peut s’agir de sang, d’urine, de se´rum ou de salive. Les e´chantillons re´els,
non ide´aux, doivent ne´cessairement eˆtre traite´s et pre´pare´s pour l’analyse [100]. Les recherches se
concentrent ge´ne´ralement sur les e´chantillons sanguins [101], notamment provenant de se´rum ou de
plasma [102]. Lima et al. ont par exemple e´tudie´ l’e´coulement et le profil de vitesse d’un e´chantillon
de sang dans un canal pdms [103]. Creville´n et al. ont publie´ en 2007 une revue de la litte´rature
consacre´e a` l’analyse d’e´chantillons re´els dans des dispositifs microfluidiques d’analyse biochimique,
environnementale et nutritionnelle [104] ; ils insistent notamment sur l’importance de la pre´paration
des e´chantillons. Par exemple, certaines conditions biologiques, ne´cessaires a` la manipulation des
e´chantillons, sont incompatibles avec les limites des instruments ; ainsi, le tampon phosphate salin
(phosphate buffer saline, pbs) est tre`s utilise´ en biologie, mais les sels doivent eˆtre e´limine´s de la
solution pour analyser les e´chantillons par spectrome´trie de masse.
Familles de techniques. En 2002, Lichtenberg et al. dressent une revue assez comple`te sur les
travaux re´alise´s dans le domaine de la pre´paration d’e´chantillon dans des microdispositifs [100]. Six
ans apre`s, des progre`s ont e´te´ effectue´s, mais la lecture en reste inte´ressante. Les auteurs classifient
les techniques de pre´paration d’e´chantillon en quatre grandes familles : la de´rivatisation (conjugaison
de mole´cules ou macromole´cules, marquage), les traitements biochimiques (amplification par pcr,
digestion enzymatique), la se´paration (dialyse, e´lectrophore`se, lyse de cellule) et la pre´concentration
(extraction en phase solide, isotachophore`se).
Microsyste`mes de pre´paration d’e´chantillons. L’objectif final est l’inte´gration de fonctions
de pre´paration d’e´chantillons dans un dispositif complet d’analyse ; Liu et al. ont ainsi re´alise´ un
microtas d’analyse adn comprenant notamment une se´quence de capture, pre´concentration, puri-
fication, lyse de cellules et pcr [94]. Ces dispositifs complets sont cependant encore peu re´pandus ;
on rencontre ne´anmoins des microsyste`mes entie`rement de´die´s a` la pre´paration d’e´chantillons [105].
Legendre et al. ont par exemple re´alise´ l’extraction d’adn a` partir d’un e´chantillon de sang et son
amplification, sur la meˆme puce, par pcr [14] ; la de´tection n’est par contre pas inte´gre´e au dispositif.
Une large part des microsyste`mes de pre´paration d’e´chantillon est de´die´e a` la pre´paration et l’am-
plification d’adn a` partir de cellules [106] ; cependant, avec l’ave`nement de l’e`re post-ge´nomique,
l’identification des prote´ines (notamment par spectrome´trie de masse) a entraˆıne´ le de´veloppement
de syste`mes de pre´paration d’e´chantillons spe´cialise´s pour la prote´omique.
Spectrome´trie de masse. L’une des me´thodes d’analyse les plus utilise´es pour la prote´omique
est la spectrome´trie de masse [87] ; sa sensibilite´, notamment aux sels, ne´cessite cependant plu-
sieurs e´tapes de pre´paration d’e´chantillon (pre´concentration, de´salage) [107]. Lion et al. ont ainsi
de´veloppe´ un e´le´ment inte´gre´ de de´salage et pre´concentration de prote´ines, dont l’objectif est de
servir d’interface entre une puce d’injection et un spectrome`tre de masse [108]. Les prote´ines sont ad-
sorbe´es sur une membrane, puis e´lue´es directement dans la solution de ne´bulisation ; elles sont ainsi a`
la fois de´sale´es et pre´concentre´es. Cette approche fonctionne pour de nombreuses mole´cules (peptides
et prote´ines) ; la meˆme e´quipe a ensuite inte´gre´ ce syste`me sur une puce microfluidique et a obtenu
une pre´concentration encore plus efficace [109]. Gustafsson et al. ont re´alise´ cette pre´paration
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sur un disque compact Gyros modifie´ [110] ; cependant, seule la pre´paration d’e´chantillon est
re´ellement effectue´e sur le CD ; celui-ci est ensuite de´coupe´ pour eˆtre introduit dans un spectrome`tre
de masse classique. Luque-Garcia et al. identifient trois e´tapes principales dans la pre´paration
d’e´chantillons pour l’identification, par spectrome´trie de masse, de marqueurs biologiques15 pro-
venant de se´rum ou de plasma [102]. La premie`re e´tape rassemble la collecte de l’e´chantillon, sa
manipulation et sa conservation. La seconde e´tape est la re´duction de la concentration des prote´ines
les plus abondantes, dont les dix premie`res constituent pre`s de 90% en masse du prote´ome du se´rum ;
elles geˆnent ainsi la de´tection des prote´ines moins abondantes. La dernie`re e´tape est celle qui est
souvent inte´gre´e en dispositif microfluidique : le fractionnement de l’e´chantillon en sous-ensembles,
notamment en les se´lectionnant en fonction de leur affinite´ avec un support particulier. Il s’agit
ge´ne´ralement d’extraction en phase solide ou de chromatographie en phase liquide.
Extraction en phase solide. La pre´paration d’e´chantillon requiert ge´ne´ralement la re´tention des
objets biologiques d’inte´reˆt sur une phase solide permettant leur extraction. Des prote´ines peuvent
ainsi eˆtre adsorbe´es sur une phase solide hydrophobe (mate´riau poreux, microbilles tasse´es). Une
fois les mole´cules extraites, il est ne´cessaire de les de´crocher ; cette e´tape est par exemple re´alise´e par
des injections de solvant comme l’ace´tonitrile. Ces solvants sont cependant susceptibles de de´naturer
les objets biologiques ; des me´thodes de de´crochage doux sont pre´fe´rables.
1.2.3 Conclusions
Enjeux. L’ave`nement de l’(( e`re post-ge´nomique )) a provoque´ la re´orientation de tout un domaine
de recherche vers des syste`mes plus complexes en biologie mole´culaire ; prote´omique, cellomique
et biologie syste´mique sont les enjeux actuels du vivant ; les principales applications concernent
le diagnostic et la recherche pharmaceutique. Tous ces domaines sont demandeurs de technologies
nouvelles permettant d’obtenir plus de re´sultats, plus fiables, plus facilement, plus vite et moins
cher. Cette demande a entraˆıne´ le de´veloppement de syste`mes (notamment d’analyse) miniaturise´s,
inte´gre´s, portables et bas-couˆt.
Microfluidique. La re´duction des dimensions des syste`mes d’analyse promet des e´conomies de
re´actifs, d’e´chantillons et de temps ; la the´orie pre´dit des syste`mes plus performants, dont la fabrica-
tion a` grande e´chelle re´duit les couˆts. La microfluidique a principalement e´merge´ des besoins gran-
dissants en syste`mes miniaturise´s pour le vivant. La re´duction d’e´chelle entraˆıne cependant de nou-
velles pre´dominances d’effets physiques comme la capillarite´, dues notamment a` la pre´ponde´rance
des surfaces et l’augmentation du rapport surface sur volume. La microfluidique est un domaine de
recherche particulie`rement dynamique ; les de´veloppements technologiques concernent aussi bien les
fonctions fluidiques de base, comme le me´lange, que des fonctions plus spe´cialise´es.
Laboratoires sur puce. De la re´duction des syste`mes d’analyse a e´merge´ l’ide´e d’inte´grer sur
un dispositif miniaturise´ (( microtas )) l’ensemble de la chaˆıne d’analyse, de l’e´chantillon brut au
re´sultat. Le de´veloppement de ces laboratoires complets sur puce est un domaine tre`s interdiscipli-
naire ; il fait intervenir la conception de briques technologiques individuelles, mais e´galement leur
inte´gration cohe´rente sur des substrats miniaturise´s. L’une des e´tapes incontournables des microtas
est la pre´paration des e´chantillons non ide´aux, indispensable afin de les rendre preˆts a` eˆtre analyse´s.
Le de´veloppement des briques technologiques passe notamment par l’e´tude de nouveaux principes
actifs, compatibles avec une inte´gration facile dans les syste`mes miniaturise´s. C’est dans ce contexte
15Les marqueurs biologiques, ou biomarqueurs, sont de´finis par Adkins et al. comme des (( prote´ines qui subissent
un changement de concentration ou d’e´tat en fonction d’un processus biologique spe´cifique ou d’une maladie )) [111].
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que nous avons souhaite´ explorer les possibilite´s des polyme`res actifs, en particulier le pnipam, pour
des applications en laboratoires sur puce.
1.3 E´tat des possibilite´s et applications du PNIPAM
1.3.1 E´tat des connaissances sur le PNIPAM
1.3.1.1 Introduction aux polyme`res
Polyme`res. Un polyme`re est une macromole´cule, en ge´ne´ral organique, constitue´e de mole´cules
e´le´mentaires ayant la meˆme nature chimique, les monome`res. La re´action de polyme´risation conduit
a` la formation de macromole´cules, ayant une structure tridimensionnelle, par e´tablissement de
liaisons covalentes entre les monome`res. Un polyme`re actionnable (stimuli-responsive polymer) est
un polyme`re subissant une modification de ses proprie´te´s physiques sous l’action d’un stimulus
exte´rieur : pH, tempe´rature, force ionique, champ e´lectrique, rayonnement lumineux, etc.
1.3.1.2 Poly(N-isopropylacrylamide)
PNIPAM. Le poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam, Fig. 1.4, CAS : 25189-55-3) est un po-
lyme`re subissant une transition macromole´culaire re´versible, d’un e´tat hydrophile a` un e´tat hydro-
phobe, autour de sa tempe´rature infe´rieure critique de solution (lower critical solution temperature,
lcst) [112] ; cette transition est rapide et situe´e entre 30˚C et 35˚C [113]. Sous sa lcst, le pnipam
est soluble dans l’eau, visqueux et gonfle´. Au-dela` de sa tempe´rature de transition, il devient hydro-
phobe et insoluble dans l’eau ; il expulse l’eau et se replie sur lui-meˆme afin de pre´senter une surface
minimale a` l’eau. Ce changement de conformation le rend opaque, solide et re´duit drastiquement







Fig. 1.4 – Mole´cule de N -isopropylacrylamide. La structure entre crochets constitue, en se re´pe´tant,
le squelette des chaˆınes du polyme`re.
Production scientifique. En 1991, H. Schild dresse une revue extreˆmement comple`te des tra-
vaux effectue´s sur le pnipam [115]. Il commence cette revue de 87 pages par un diagramme retrac¸ant
le nombre de publications concernant le pnipam entre 1955 et aouˆt 1991 (Fig. 1.5, en insert). Avec
un total d’environ 300 re´fe´rences, il qualifie la croissance du nombre de publications de (( plutoˆt
explosive )). En mai 2008, la meˆme recherche effectue´e selon le meˆme protocole16 donne un total de
16Schild a effectue´ sa recherche sur les Chemical Abstracts online Search (CAS) le 7 aouˆt 1991 ; sa recherche e´tait
base´e sur 25189-55-3 (identifiant CAS du polyme`re) ou 2210-25-5 (identifiant CAS du monome`re) ou [polymer? et
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3645 re´fe´rences et une progression re´ellement (( explosive )), comme le montre la Fig. 1.5. Face a`
cette litte´rature prolifique, il est impossible d’eˆtre exhaustif sur les travaux effectue´s en rapport avec
le pnipam ; dans la suite de cette section, je me concentre donc sur les travaux les plus significatifs

































































































Fig. 1.5 – E´volution annuelle du nombre de re´fe´rences indexe´es dans CAS concernant le pnipam.
Polyme´risation. Le N -isopropylacrylamide (nipam) est un monome`re base´ sur l’acrylamide ;
il peut eˆtre polyme´rise´ en pnipam de nombreuses fac¸ons : initiation par des radicaux libres en
solution organique, initiation redox en solution aqueuse, polyme´risation ionique, etc. [115, 116] ; la
polyme´risation par plasma est plus re´cente [117]. La polyme´risation peut eˆtre effectue´e en solution ou
sur une surface ; dans ce cas, il est ge´ne´ralement greffe´ par l’interme´diaire d’une couche de type silane.
Le pnipam peut e´galement eˆtre fixe´ sur du polystyre`ne, du PET (polye´thyle`ne te´re´phtalate) [118]
et du PEG (polye´thyle`ne glycol) [119]. Je de´taille au chapitre 2 les me´canismes et le protocole de
polyme´risation que nous avons utilise´e.
1.3.1.3 Bascule conformationnelle
Me´canisme re´versible. La principale caracte´ristique du pnipam, qui en fait un polyme`re tre`s
utilise´, est sa transition d’un e´tat gonfle´ et hydrophile, sous sa tempe´rature de transition, a` un e´tat
replie´ et hydrophobe au-dela` (Fig. 1.6). En 1968, Heskins et al. attribuent cette (( transition de
phase )) a` un effet entropique, duˆ a` la formation de liaisons hydrophobes [112]. Graziano et al.
comparent la transition du pnipam a` la renaturation a` froid des petites prote´ines globulaires [120],
conside´re´e comme une transition mole´culaire du premier ordre. Este`ve et al. mode´lisent en 2007 les
me´canismes de transition du pnipam ; en utilisant la the´orie de la fonctionnelle de la densite´ (density
N -isopropylacrylamide] sur les bases de donne´es CA et CAOLD. J’ai effectue´ la recherche avec SciFinder Scholar
le 13 mai 2008 sur la base de donne´es CAplus en utilisant les identifiants CAS du polyme`re et du monome`re. Les
doublons ont e´te´ enleve´s automatiquement.
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functional theory, dft), ils montrent que le phe´nome`ne de transition du pnipam de´pend fortement
des conditions de synthe`se du polyme`re, notamment de sa tacticite´ [121]. La transition du pnipam
a e´te´ observe´e par de nombreuses techniques de caracte´risation, notamment par microbalance a`
quartz (quartz crystal microbalance, qcm) [122, 123, 124, 125].
R g ~ N3/5 1/3R g ~ N
Fig. 1.6 – Sche´ma de la transition du pnipam en solution et sur une surface. Rg indique le rayon
de giration.
Modification de la LCST. La tempe´rature de transition du pnipam (lcst) de´pend fortement
des conditions de polyme´risation [126] ; Plunkett et al. montrent en 2006 l’influence du poids
mole´culaire et de la densite´ de greffage [127]. Des facteurs exte´rieurs influent e´galement sur la lcst,
comme le pH [128], la nature du solvant [129] et les sels pre´sents dans la solution [130, 131]. Il est pos-
sible de modifier la tempe´rature de transition en combinant le pnipam a` d’autres polyme`res comme
l’acrylamide [132] ; Rollason et al. ont ainsi formule´ un copolyme`re nipam/N -t-butylacrylamide
(ntbam) avec une lcst de 8˚C [133]. D’autres e´quipes ont e´tudie´ plusieurs copolyme`res de nipam
et remarque´ que leur lcst augmente lorsque la fraction de pnipam diminue [134].
Composante thermosensible. La copolyme´risation de nipam avec d’autres monome`res permet
de synthe´tiser des gammes de copolyme`res thermosensibles ayant des tempe´ratures de transition
diffe´rentes [134]. L’association du nipam avec d’autres monome`res est souvent utilise´e pour leur
adjoindre un comportement thermosensible [135, 136] ; il est ainsi possible de combiner les ca-
racte´ristiques de plusieurs polyme`res : un copolyme`re nipam-acide methacrylique est sensible a` la
fois a` la tempe´rature et au pH [137]. Cette de´marche consistant a` greffer le nipam sur un micro-
objet pour le rendre thermosensible est aussi utilise´e dans les applications biologiques du pnipam :
on conjugue par exemple le pnipam a` des cellules, des prote´ines ou de l’adn.
1.3.2 Aperc¸u des applications du PNIPAM
1.3.2.1 Applications en optique
Diffraction. Les proprie´te´s originales du pnipam permettent d’envisager son inte´gration dans des
syste`mes ne´cessitant des actionneurs re´versibles ; c’est notamment le cas en optique. Weissman et
al. explorent ainsi l’inte´gration de pnipam dans un re´seau collo¨ıdal cristallin (crystalline colloidal
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array, cca). Les particules de pnipam gonfle´, organise´es en re´seau cubique centre´, n’entraˆınent
qu’une faible diffraction de Bragg des rayonnements infrarouge, visible et ultraviolet, tandis qu’un
re´seau de pnipam replie´ les diffracte beaucoup plus. Ils e´tudient d’autre part l’inte´gration d’un cca
de sphe`res de polystyre`ne dans un hydrogel de pnipam : le changement conformationnel du pnipam
entraˆıne un changement de la constante de re´seau ; la tempe´rature permet ainsi de controˆler la
longueur d’onde diffracte´e sur tout le spectre visible [138].
Filtrage. Le repliement du pnipam lors de sa transition entraˆıne e´galement une modification
optique : il passe d’un e´tat transparent a` un e´tat opaque ; il est envisageable de de´velopper des
filtres a` base de pnipam. Mias et al. ont ainsi e´tudie´ la transmission d’un signal a` 365 nm a` travers
une couche de pnipam (Fig. 1.7) ; ils observent une atte´nuation de 38 dB entre le pnipam gonfle´
et le pnipam replie´.
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Fig. 1.7 – Sche´ma d’interaction entre le pnipam et un faisceau optique. Pour T < LCST , le pnipam
est transparent et laisse passer la majorite´ du signal lumineux. A` T > LCST , le pnipam se replie
et devient opaque, provoquant une forte atte´nuation du signal (ordres de grandeur d’apre`s [139]).
1.3.2.2 Applications biome´dicales
Introduction. Le principal domaine d’application du pnipam est celui du vivant et de la recherche
biome´dicale [140] : les chercheurs ont rapidement re´alise´ l’inte´reˆt que repre´sentait sa transition
re´versible, d’autant plus a` une tempe´rature proche de celle du corps humain. Les principaux travaux
concernent les tests immunologiques (notamment la pre´cipitation et la se´paration), l’administration
de me´dicaments (drug delivery), la culture de cellules et la conjugaison avec toutes sortes d’objets
biologiques, tels que des prote´ines.
Tests immunologiques. En 1987, K. Auditore-Hargreaves, N. Monji et al. rapportent
l’utilisation de pnipam comme phase dans un immuno-test [134, 141]. Les anticorps, greffe´s sur
des chaˆınes de pnipam, re´agissent avec les antige`nes ; un deuxie`me anticorps fluorescent permet
la visualisation ; en augmentant ensuite la tempe´rature, la (( pre´cipitation thermique )) a lieu : des
particules de pnipam non soluble se forment et concentrent la fluorescence, qui est proportionnelle
a` la quantite´ d’antige`nes en solution (Fig. 1.8). Les anticorps teste´s n’ont pas d’influence sur la
lcst [134]. Cette technique a ensuite e´te´ e´tendue a` un immuno-test sur membrane [142] et la
formulation du polyme`re a e´te´ perfectionne´e [143]. L’avantage des tests immunologiques en solution
par rapport aux tests sur supports est qu’il n’y a pas de proble`me de limitation de la diffusion [144].
La pre´cipitation par affinite´ repose sur des bioconjugue´s thermosensibles [145, 146, 147] ; les objets
biologiques utilise´s sont ge´ne´ralement des anticorps, plus rarement des prote´ines [148]. Une fois la
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re´action spe´cifique effectue´e, le polyme`re est stimule´ afin d’entraˆıner la pre´cipitation ; il peut s’agit
de pnipam ou de copolyme`res de nipam [149]. Par ailleurs, le pnipam est aussi utilise´ pour la
concentration de virus [150] et la purification d’anticorps [151].
anticorps 1 et PNIPAM antigènes anticorps 2 et fluorophore
Fig. 1.8 – Sche´ma d’un immuno-test utilisant la pre´cipitation par affinite´ base´e sur un bioconjugue´
de pnipam. Des anticorps sont conjugue´s a` du pnipam ; lorsqu’ils sont mis en pre´sence d’antige`nes
comple´mentaires, ils s’accrochent spe´cifiquement. Un autre anticorps comple´mentaire de l’antige`ne,
marque´ avec un fluorophore, sert a` re´ve´ler l’interaction. L’augmentation de la tempe´rature entraˆıne
le repliement du pnipam et la concentration de la fluorescence [134].
Administration de me´dicaments. La transition du pnipam autour de 32˚C permet de pie´ger
des solute´s dans des capsules de pnipam, progressivement active´es par la tempe´rature du corps
humain [152, 153, 154, 155]. Des e´tudes in vivo d’administration d’he´parine, un anticoagulant, sont
re´alise´es de`s 1995 [156]. Lin et al. ont e´galement conc¸u un pansement pour blessures utilisant
le pnipam pour l’administration de me´dicament [157]. Les re´sultats prometteurs d’encapsulation
et libe´ration de solute´s ont suscite´ des e´tudes sur les effets de l’environnement (e´ventuellement
physiologique) sur les proprie´te´s du pnipam et sa lcst [131] : les sels ont une tendance ge´ne´rale a`
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diminuer la lcst ; chaque surfactant a une influence particulie`re. La salive et les se´cre´tions gastro-
intestinales ont probablement un effet limite´ sur la lcst du pnipam, rendant ainsi possible son
utilisation pour l’ingestion orale de me´dicaments. L’influence des sels sur la lcst a d’ailleurs e´te´
mise a` profit pour concevoir un compose´ incluant des sels qui retardent la distribution de me´dicament
dans le milieu [158].
Culture de cellules. Les cellules ont une affinite´ particulie`re pour les surfaces hydrophobes ;
a` l’inverse, les surfaces hydrophiles ont tendance a` les repousser. Il est donc inte´ressant d’utiliser
les surfaces de pnipam comme substrat de culture de cellules [159, 160]. Les conditions environne-
mentales ne´cessaires a` la culture de cellules humaines, notamment la tempe´rature de 37˚C, sont
compatibles avec l’e´tat replie´ du pnipam ; par ailleurs, la couche chimique de pnipam sert d’in-
terface souple entre la surface et les cellules. Celles-ci s’accrochent sur le pnipam hydrophobe et
y prolife`rent ; quand la culture arrive a` terme, une baisse de la tempe´rature sous la lcst du pni-
pam entraˆıne le de´crochage des cellules (Fig. 1.9) ; cette libe´ration douce permet de s’affranchir
des me´thodes de digestion enzymatique a` base de trypsine [161]. Les cellules cultive´es sur pni-
pam conservent des caracte´ristiques fonctionnelles tre`s proches de celles des cellules originales ; elles
peuvent e´galement conserver des phe´notypes diffe´rencie´s [162, 163] ; au contraire, l’utilisation de
trypsine peut endommager les cellules ou perturber leur me´tabolisme [164, 165]. Il est meˆme pos-
sible de dessiner des motifs pour re´aliser une coculture de deux types de cellules [166]. Le nipam
peut eˆtre associe´ a` un ou plusieurs autres monome`res pour former des substrats de culture copo-
lyme`res [167, 168], parfois recouverts d’une couche interme´diaire de prote´ines [169]. Okano et al.
ont par ailleurs de´montre´ que le me´tabolisme des cellules a une influence sur le de´tachement des
cellules [170].
Conjugaisons. Le pnipam est conjugue´ avec de multiples objets biologiques, pour leur confe´rer
un caracte`re thermosensible. C’est par exemple le cas de l’adn [171], dont le conjugue´ est notamment
utilise´ pour la se´paration d’enzymes [172] ; des copolyme`res de nipam sont e´galement utilise´s comme
vecteurs d’adn [173, 174]. Les enzymes comme la trypsine peuvent, elles aussi, eˆtre conjugue´es a`
du pnipam [175, 176, 177], tout en conservant une grande partie de leur activite´ [178]. A` l’inverse,
Sigolaeva et al. ont montre´ qu’une enzyme incluse de fac¸on covalente dans la matrice d’un gel de
pnipam voit son activite´ re´duite au-dela` de la lcst [179].
Prote´ines. Le pnipam peut aussi eˆtre conjugue´ a` des prote´ines, qui n’ont ge´ne´ralement pas
d’influence sur la lcst [180]. Le pnipam a ainsi e´te´ fixe´ a` des macromole´cules de streptavidine pre`s
du site de reconnaissance de la biotine ; la reconnaissance a lieu normalement sous la lcst ; au-
dessus de la lcst, le pnipam s’effondre et bloque la formation du lien streptavidine-biotine [181]. La
meˆme e´quipe a plus tard re´ussi a` utiliser le pnipam pour controˆler thermiquement l’accrochage et
le de´crochage de biotine sur la streptavidine [182]. Par ailleurs, le pnipam peut eˆtre utilise´ comme
support d’adsorption de prote´ines, de la meˆme manie`re que pour les cellules [119] ; cela permet
d’envisager des applications en pre´paration d’e´chantillons ou en purification de prote´ines [183].
Plusieurs e´quipes ont e´tudie´ l’accrochage de prote´ines fluorescentes sur du pnipam [184, 185] ou des
copolyme`res de nipam [186], y compris sur des surfaces mobiles [187].
Autres usages. Le pnipam est utilise´ pour des travaux plus originaux, tel que dans le domaine de
la neurochirurgie intravasculaire : le pnipam a ainsi e´te´ e´tudie´ in vivo pour obstruer des vaisseaux
sanguins et ge´ne´rer une embolie [188]. Matsubara et al. ont utilise´ ses proprie´te´s thermiques pour
pre´concentrer du phosphate et le doser optiquement. La contraction d’un gel de pnipam au-dessus de
la lcst permet de bloquer la diffusion d’espe`ces dans ce gel, comme le glucose ou l’insuline [189].
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Fig. 1.9 – Culture et libe´ration douce de cellules sur des couches de pnipam.
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Par ailleurs, le pnipam a ouvert la voie de la se´paration par chromatographie thermosensible,
liquide [190, 191] ou par exclusion de taille [192].
1.3.3 Conclusions
PNIPAM. Le poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam) est un polyme`re thermosensible ; il subit,
entre 30 et 35˚C, une transition re´versible. Sous sa tempe´rature de transition (lcst), il est hydro-
phile et gonfle´ en solution aqueuse ; au-dela`, il devient hydrophobe et se recroqueville sur lui-meˆme.
Il est possible d’ajuster la lcst en combinant le nipam a` d’autres monome`res, en re´alisant une
copolyme´risation. Le comportement original du pnipam en fait un polyme`re e´tudie´ pour de nom-
breuses applications. En optique, on envisage des applications telles que le filtrage et le re´glage
de longueur d’onde. Le principal domaine d’application du pnipam reste cependant les sciences du
vivant ; le polyme`re est souvent conjugue´ a` des objets biologiques (anticorps, enzymes, etc.) pour les
rendre thermosensibles ; il est ainsi possible de re´aliser des immuno-tests utilisant la pre´cipitation
par affinite´ base´e sur un bioconjugue´ de pnipam. Le pnipam est aussi utilise´ comme coque autour
de solute´s, pour des applications en administration de me´dicaments. Enfin, les couches de pni-
pam, hydrophobes a` la tempe´rature du corps humain, servent de supports de culture de cellules et
permettent une libe´ration douce sans digestion enzymatique.
1.4 Conclusion
Microsyste`mes pour le vivant. Les sciences du vivant sont demandeuses de technologies mi-
niaturise´es, inte´gre´es et bas-couˆt permettant la manipulation d’e´chantillons biologiques et biochi-
miques. Des domaines tels que la prote´omique ne´cessitent par exemple des outils de criblage fiables
et haut de´bit. L’une des missions de la microfluidique est de re´pondre a` ces attentes. La re´duction
des dimensions permet de re´aliser des analyses plus rapides avec moins de re´actifs. Elle entraˆıne
ne´anmoins des effets secondaires inhabituels tels que la pre´dominance des forces de viscosite´ ; l’ac-
tionnement des liquides dans les microcanaux, par exemple leur me´lange, reste un domaine de
recherche dynamique. Le de´veloppement de briques technologiques est suivi de leur inte´gration
cohe´rente sur des dispositifs miniaturise´s, les laboratoires sur puce ; les microtas sont des labo-
ratoires sur puce inte´grant l’ensemble des e´tapes de la chaˆıne d’analyse, de l’e´chantillon brut au
re´sultat. La pre´paration des e´chantillons bruts est une e´tape critique de cette chaˆıne. Nos recherches
visent a` de´velopper et inte´grer certaines des briques technologiques des laboratoires sur puce.
PNIPAM. Le poly(N -isopropylacrylamide) est un polyme`re thermosensible subissant un chan-
gement conformationnel re´versible, d’un e´tat hydrophile et gonfle´ sous sa tempe´rature de transition
(lcst ∼ 32˚C) a` un e´tat hydrophobe et replie´ au-dela`. Cette capacite´ de bascule en fait un po-
lyme`re tre`s e´tudie´, essentiellement dans le domaine du vivant. Le pnipam est re´gulie`rement conjugue´
avec des objets biologiques afin de leur confe´rer une composante thermosensible ; il est e´galement
utilise´ comme vecteur de solute´s me´dicamenteux. Sa transition hydrophile – hydrophobe est par
ailleurs particulie`rement inte´ressante pour l’adsorption et le relarguage d’objets biologiques, comme
des cellules ou des prote´ines.
Positionnement. La re´duction des dimensions dans les laboratoires sur puce augmente con-
side´rablement le rapport surface sur volume ; les effets de surface deviennent pre´ponde´rants. Il
est donc ne´cessaire de mieux controˆler les effets physiques de surface. Les surfaces actuellement
employe´es dans les syste`mes microfluidiques sont ge´ne´ralement passives : elles peuvent par exemple
eˆtre hydrophiles, hydrophobes, mais pas permutables d’un e´tat a` l’autre. Par ailleurs, l’emploi de ces
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surfaces passives oblige parfois a` utiliser des solvants qui peuvent de´naturer les objets biologiques
durant leur traitement (par exemple, des prote´ines que l’on cherche a` pre´concentrer). Le pnipam
promet des avance´es significatives dans ces domaines.
Proble´matiques. Malgre´ l’abondance des travaux re´alise´s sur le pnipam dans le domaine du
vivant, leur inte´gration dans des laboratoires sur puce est peu explore´e ; les avantages sont pour-
tant multiples, et les applications prometteuses. Par exemple, un polyme`re proche du pnipam, le
polyacrylamide, est bien connu pour bloquer le flux de liquides actionne´s par e´lectro-osmose ; que
se passe-t-il dans le cas du pnipam ? Peut-on controˆler le flux en actionnant les couches de pnipam
avec un stimulus thermique ? Les technologies de micro-e´lectronique permettent de miniaturiser
les sources de chaleur, de fac¸on a` controˆler tre`s localement l’e´tat du pnipam ; peut-on alors cre´er
des motifs ou des alternances d’e´tat du pnipam, cre´ant ainsi des he´te´roge´ne´ite´s sur la surface ?
Par ailleurs, plusieurs e´quipes ont e´tudie´ l’adsorption et le relarguage controˆle´ de prote´ines sur des
surfaces planes de pnipam. Comment e´volue ce phe´nome`ne en microcanaux ? Peut-on le reproduire
sur des phases mobiles ? Est-il envisageable d’inte´grer ce processus dans un syste`me de pre´paration
d’e´chantillons pour l’analyse de prote´ines ?
Objectifs. Nos travaux sont la premie`re e´tape du de´veloppement d’une nouvelle filie`re de mi-
crolaboratoires intelligents, base´e sur des surfaces actives. Notre objectif est donc l’exploration des
possibilite´s de de´veloppement et d’inte´gration de technologies a` base de pnipam, re´pondant a` cer-
taines proble´matiques des laboratoires sur puce. Il s’agit notamment d’identifier les technologies
maˆıtrise´es, les verrous et les moyens de les contourner. S’agissant de travaux exploratoires, nous
nous limitons volontairement a` des technologies simples, facilement adaptables. Dans un premier
volet, je de´taille les travaux de de´veloppement d’une technologie pnipam, qui inte`gre des sources de
chaleur visant a` actionner, e´ventuellement localement, l’e´tat du pnipam (chapitre 2). Je pre´sente
e´galement de fac¸on approfondie la fonctionnalisation chimique de surface permettant le greffage du
polyme`re. Le second volet est consacre´ aux deux applications que nous avons explore´es en de´tail :
le controˆle de flux e´lectrocine´tiques et l’accrochage controˆle´ de prote´ines en microcanaux (chapitre
3).
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Chapitre 2
De´veloppement et inte´gration de la
technologie PNIPAM
(( Scribitur ad narrandum, non ad probandum. ))
Quintilien, Institutio Oratoria, X, 1, XXI.
2.1 Introduction
Contexte. Le chapitre pre´ce´dent a fait apparaˆıtre la richesse des de´veloppements produits dans
le domaine des microsyste`mes pour le vivant. J’ai e´galement pre´sente´ le pnipam, un polyme`re ther-
mosensible dont le comportement original a e´te´ abondamment commente´ ; ce chapitre pre´sente en
de´tail les de´veloppements technologiques visant a` son inte´gration en microsyste`mes. Il apparaˆıt que
le pnipam pre´sente un inte´reˆt certain pour les laboratoires sur puce, notamment dans deux domaines
que nous avons identifie´s : l’accrochage re´versible de prote´ines et le controˆle e´lectrocine´tique. La
premie`re application ne´cessite un chauffage uniforme dans tout le canal, afin d’optimiser l’efficacite´
d’adsorption ; nous nous dirigeons donc vers des lignes chauffantes longues. Au contraire, le controˆle
e´lectrocine´tique, a` travers l’imple´mentation de valves et me´langeurs, repose sur des he´te´roge´ne´ite´s
de charges de surface ; dans ce cas, il est ne´cessaire d’actionner l’e´tat du pnipam de fac¸on tre`s
locale. Cette application requiert donc des e´le´ments chauffants individuels, adressables et surtout
miniaturise´s.
De´marche. La me´thode choisie pour la conception du dispositif est la de´composition en e´le´ments
simples, a` partir d’une analyse globale de l’objectif. Dans ce chapitre, je pre´sente tout d’abord la
de´marche de conception, base´e sur une re´flexion sur les mate´riaux et caracte´ristiques du syste`me. Je
de´taille ensuite la conception et la re´alisation technologique des deux types d’e´le´ments chauffants :
les lignes chauffantes et les e´le´ments adressables ; tous deux sont caracte´rise´s thermiquement. Enfin,
je rapporte la fonctionnalisation de surface pour le greffage du pnipam, via une couche d’accroche
de silane ; ces couches sont caracte´rise´es de fac¸on approfondie par mesure d’angle de contact et
diffe´rentes me´thodes de spectroscopie.
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2.2 Conception du dispositif
2.2.1 Fonctionnalite´s souhaite´es
Objectif. L’objectif global de ce travail de recherche amont est le de´veloppement et l’inte´gration
d’une technologie pnipam pour les laboratoires sur puces. Il s’agit a` la fois de de´montrer les possi-
bilite´s de cette technologie, mais aussi d’identifier les verrous et les points bloquants. Le dispositif
souhaite´ doit pour cela comprendre un ensemble de fonctionnalite´s et d’e´le´ments liste´s ci-apre`s.
Canal. Le contexte d’utilisation e´tant celui des laboratoires sur puces, il est ne´cessaire de valider
le dispositif dans un microcanal ; exemples : canal en pdms, capillaire en silice. Le canal va
de´pendre des mate´riaux choisis (section 2.2.2) et de l’assemblage (section 2.2.3).
Dispositif chauffant. La tempe´rature est le stimulus permettant le changement de proprie´te´s
du pnipam. Il faut donc inte´grer un actionneur thermique ; exemples : re´sistance chauffante,
dispositif Peltier, e´tuve. Le de´veloppement du dispositif chauffant inte´gre´ est de´crit dans la
section 2.3.
Surface fonctionnalise´e. Notre utilisation du pnipam ne´cessite son greffage sur une surface ;
exemples : surfaces planes, parois de canaux, microbilles. Ce sera l’objet de la section 2.4.
2.2.2 Choix des mate´riaux
Silicium et de´rive´s. Historiquement, les premiers dispositifs microfluidiques d’analyse chimique
ou biologique ne peuvent renier leur parente´ avec les technologies (( classiques )) de la micro-e´lectroni-
que : ils sont re´alise´s sur silicium, avec des techniques d’usinage de volume telles que la gravure [193,
194]. L’essor de la micro-e´lectronique a en effet conduit au de´veloppement de nombreuses me´thodes
de microfabrication, re´utilisables pour la re´alisation de dispositifs microfluidiques. Cependant, le
silicium fait rapidement place aux mate´riaux isolants tels que le verre [65, 66] ; l’une des raisons
est la ne´cessite´ d’appliquer de forts champs e´lectriques pour les applications en e´lectrophore`se. Le
verre pre´sente e´galement l’avantage d’eˆtre transparent dans le domaine du visible et compatible
avec des re´actifs qui pourraient corroder le silicium [195]. Le verre et le silicium pre´sentent l’inte´reˆt
d’eˆtre solides et robustes, donc de mieux re´sister a` de fortes pressions applique´es dans les dispositifs.
Ils sont disponibles sous forme de wafers et donc adapte´s aux technologies micro-e´lectroniques. Ces
mate´riaux sont cependant peu adapte´s a` la re´alisation du dispositif que nous souhaitons de´velopper ;
ils peuvent par contre servir de substrats ou d’excellents te´moins de fonctionnalisation. Par ailleurs,
les capillaires en silice fondue sont un bon choix pour des expe´riences pre´liminaires d’accrochage et
de de´crochage de prote´ines sur billes fonctionnalise´es avec du pnipam.
Polyme`res. Le mate´riau ide´al pour la microfluidique est souvent voulu peu couˆteux, e´ventuel-
lement jetable, biocompatible, transparent, pouvant eˆtre microfabrique´ simplement et pouvant
eˆtre fonctionnalise´ chimiquement. Depuis environ une dizaine d’anne´es, les polyme`res sont de-
venus les mate´riaux de choix pour la microfluidique [196], car ils cumulent plusieurs de ces ca-
racte´ristiques [197, 198, 40].
PDMS. Le polydime´thylsiloxane (pdms, CAS : 63148-62-9) est un polyme`re dont la technolo-
gie est intensivement de´veloppe´e depuis une dizaine d’anne´es, notamment au sein du groupe de
G.M. Whitesides [199, 200, 201]. Le premier dispositif inte´gre´ en pdms pour l’e´lectrophore`se
capillaire est cre´e´ en 1997 [202]. Depuis, le pdms est devenu l’un des polyme`res les plus utilise´s
en microfluidique, en particulier pour les microsyste`mes d’analyse [203] et les laboratoires sur
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puce [204]. La microfluidique est encore un domaine trop jeune pour savoir si le pdms sera uti-
lise´ de fac¸on industrielle a` grande e´chelle ; cependant, ce polyme`re est un mate´riau de choix pour les
travaux exploratoires et la re´alisation flexible de prototypes [29]. Le pdms est biocompatible [205],
flexible [206] et transparent [207]. Les techniques de re´plication par coulage assurent une bonne
reproductibilite´ et un couˆt bien infe´rieur aux substrats de type wafers. Les inconve´nients du pdms
sont sa faible re´sistance aux solvants [208] et sa naturelle hydrophobie [209], qui peut cependant eˆtre
modifie´e par fonctionnalisation chimique de surface [210]. Le pdms est tre`s utilise´ pour les micro-
syste`mes fluidiques au Laas. Sa faible re´sistance aux solvants organiques ne pose pas re´ellement de
proble`me dans notre cas : le dispositif est principalement pre´vu pour accueillir des mole´cules biolo-
giques, ge´ne´ralement manipule´es en milieu aqueux ; les solvants organiques de´naturent rapidement
les prote´ines, par exemple.
Re´sine SU-8. La SU-8 (CAS : 221273-01-4) est une re´sine photosensible ne´gative. Son utilisation
en microfluidique est plus re´cente que celle du pdms, mais ne´anmoins re´pandue [211]. Ses principaux
avantages sont son fort rapport d’aspect et sa haute re´sistance aux solvants organiques ; comme le
pdms, elle est biocompatible [212] et donc adapte´e aux laboratoires sur puces. La technologie SU-8
est bien maˆıtrise´e au Laas, notamment les techniques de laminage [198, 41]. Sa mise en œuvre
est cependant plus couˆteuse et plus lourde que celle du pdms ; elle ne´cessite des technologies de
micro-e´lectronique classique (par exemple, une machine d’alignement UV). La technologie pdms est
plus souple d’utilisation ; l’utilisation de la SU-8 n’est cependant pas a` exclure si le besoin d’une
technologie plus robuste e´merge.
Conclusion. Si le pdms apparaˆıt comme un meilleur choix pour la re´alisation des canaux, la
SU-8 apparaˆıt quant a` elle comme un bon choix pour re´aliser les motifs sur lesquels les canaux
en pdms seront moule´s. Les deux voies pdms et SU-8 ont e´te´ explore´es au de´but de mes travaux ;
l’assemblage SU-8 n’a finalement pas e´te´ retenu et est donne´ en annexe. Dans la section suivante,
je pre´sente les travaux concernant leur assemblage et le design global du dispositif.
2.2.3 Assemblage et inte´gration
2.2.3.1 Assemblage PDMS
Collage re´versible. Le pdms a l’avantage de pouvoir eˆtre assemble´ tre`s facilement avec la plupart
des autres mate´riaux utilise´s pour la fabrication de laboratoires sur puces [199]. Quel que soit le
type de collage que l’on souhaite, il est pre´fe´rable d’avoir des surfaces propres. Une simple mise en
contact peut suffire pour obtenir un collage re´versible entre le pdms et un autre e´le´ment en pdms,
silicium, verre ou pyrex. L’e´lasticite´ du pdms empeˆche ge´ne´ralement les fuites de liquides. Cette
technique est adapte´e lorsque la pression des fluides circulant n’est pas trop importante (sinon, il
y a de´collage). Elle peut par exemple eˆtre inte´ressante si un e´le´ment (jetable) en pdms doit eˆtre
assemble´ avec un autre e´le´ment (re´utilisable) plus couˆteux ou complexe a` re´aliser.
Collage irre´versible. Si l’on souhaite un collage plus robuste, une technique simple, e´prouve´e
et tre`s reproductible consiste a` proce´der a` une activation chimique des surfaces a` coller au plasma
oxyge`ne. Les parame`tres utilise´s au Laas sont ge´ne´ralement : flux d’oxyge`ne a` 1000 mL/min,
puissance 300 W pendant 30 s, avec cage de Faraday. Les deux faces a` coller sont expose´es au
plasma, puis mises en contact aussitoˆt apre`s.
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2.2.3.2 Ge´ome´trie et assemblage choisis
Assemblage du substrat. La re´alisation des dispositifs chauffants inte´gre´s au dispositif ne´cessite
l’utilisation de proce´de´s de micro-e´lectronique (voir la section 2.3) ; il est donc pre´fe´rable d’utiliser
un substrat solide de type wafer comme support, en particulier le pyrex, en raison de sa transparence
et ses proprie´te´s isolantes, e´lectriques et thermiques. Les e´le´ments chauffants sont re´alise´s par de´poˆt
et structuration d’un couche d’or ; on ne conside`re ici que les e´le´ments chauffants line´aires. Le de´poˆt
d’une couche de SiO2 en pleine plaque (sauf sur les contacts e´lectriques) assure l’isolation e´lectrique
entre la re´sistance et le canal ; par ailleurs, la silice offre un excellent support de fonctionnalisation
chimique par silanisation. Cette couche est de´pose´e par de´poˆt chimique en phase vapeur assiste´ par
plasma (plasma-enhanced chemical vapor deposition, PECVD) ; transparente et mesurant seulement
500 nm d’e´paisseur, elle ne doit pas entraˆıner de changements significatifs dans la dynamique de
chauffage. Le substrat est preˆt a` recevoir les canaux.
Assemblage des canaux. Les canaux en pdms sont coule´s [199] sur des moules re´utilisables en
SU-8. Les re´servoirs sont perce´s aux extre´mite´s des canaux avec une aiguille calibre´e en fonction
de la connectique. L’ensemble des canaux en pdms est assemble´ avec le substrat selon la proce´dure
de´taille´e pre´ce´demment (section 2.2.3.1). La connectique entre les microcanaux et le macromonde
est souvent source de nombreux proble`mes en microfluidique [51, 30, 50]. Notre dispositif n’est pas
destine´ a` utiliser de fortes pressions, il est donc naturel de choisir une connectique extreˆmement
simplifie´e, que Fredrickson et al. qualifient de (( primitive )), uniquement base´e sur l’e´lasticite´
du pdms : les re´servoirs du pdms sont perce´s selon la taille des tuyaux plastiques utilise´s pour la
circulation des fluides. L’e´lasticite´ du pdms permet d’inse´rer les tuyaux dans les re´servoirs et as-
sure l’e´tanche´ite´ du montage. Un dispositif plus complexe, e´ventuellement commercial (connectique
Upchurch par exemple), peut eˆtre envisage´ ensuite selon les besoins.
Surface spe´cifique. La surface spe´cifique de´signe la zone sur laquelle le polyme`re est en inter-
action avec les mole´cules d’inte´reˆt. Pour les applications d’accrochage et de´crochage controˆle´ de
prote´ines (section 3.3, p. 82), il est ne´cessaire de maximiser la surface possible d’interaction. Plu-
sieurs solutions sont envisageables : utiliser un mate´riau poreux [213], un re´seau de piliers [214],
des microbilles [215, 216] ou une combinaison de ces techniques [217]. La piste des piliers a e´te´
explore´e et re´alise´e par gravure profonde (Fig. 2.1 (a)). Cette technologie est cependant longue,
couˆteuse et lourde en termes d’e´quipements ; elle est e´galement soumise aux ale´as des technologies
de micro-e´lectronique ; enfin, de tels piliers restent fragiles et cassent facilement (Fig. 2.1 (b)). Il
est pre´fe´rable d’opter pour la technique base´e sur les microbilles ; en choisissant de plus des billes
en silice, celles-ci sont facilement fonctionnalisables (voir la section 2.4). Il est par contre ne´cessaire
d’adapter la ge´ome´trie du canal afin de pouvoir les pie´ger.
Ge´ome´trie du canal. L’un des principaux outils de manipulation de billes dans les microsyste`mes
fluidiques est le magne´tisme [216] ; on l’utilise pour effectuer du triage [218] ou de l’auto-assemblage
de billes [219]. Cette technologie est en cours de de´veloppement au Laas mais n’est pas encore
disponible. Par ailleurs, manipuler les billes paraˆıt pre´mature´ ; l’objectif principal est de s’en servir
comme support d’adsorption et de´sorption controˆle´e, puis de caracte´riser ce comportement par
fluorescence. Pie´ger les billes est donc suffisant. Pour cela, une solution simple est de modifier la
ge´ome´trie du canal de manie`re a` cre´er un e´tranglement de taille infe´rieure au diame`tre des billes
(Fig. 2.2) ; ainsi, les billes sont bloque´es avant l’e´tranglement, mais les liquides et les espe`ces
biologiques peuvent toujours circuler. Cette ge´ome´trie de (( geˆne ste´rique )), he´rite´e des structures
d’e´tirement de mole´cules d’adn [220], a l’inconve´nient de limiter les de´bits applicables dans le
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Fig. 2.1 – (a) Image meb de piliers re´alise´s par gravure au fond d’un microcanal (microscopie
e´lectronique a` balayage). (b) Image meb de piliers casse´s.
canal ; son avantage reste cependant sa simplicite´ d’imple´mentation. Des solutions alternatives, plus




Fig. 2.2 – Sche´ma de la ge´ome´trie du canal servant a` pie´ger les microbilles.
Dispositif final. Une vue 3D du dispositif final est pre´sente´e sur la Fig. 2.3. Elle comporte
le substrat de pyrex, la re´sistance line´aire chauffante et le canal en pdms avec son e´tranglement
central1. La couche de SiO2 n’est pas visible car transparente. La Fig. 2.4 pre´sente l’assemblage
re´el de la puce pdms sur un substrat de verre.
2.3 Conception et re´alisation des e´le´ments chauffants
2.3.1 Lignes chauffantes simples
Les sections pre´ce´dentes sont consacre´es aux e´tapes de la conception globale du dispositif.
Comme il s’agit de travaux exploratoires, aucun cahier des charges strict n’est disponible en ce
1La partie centrale du canal est non seulement abaisse´e afin de pie´ger les billes, mais e´galement e´largie, afin de
compenser partiellement la perte de charge induite.
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Fig. 2.3 – Vue d’ensemble 3D du dispositif, re´alise´e avec Blender.
Fig. 2.4 – Vue d’ensemble du dispositif pdms sur verre apre`s fabrication, sans la ligne chauffante.
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qui concerne le dispositif chauffant. Le premier objectif est donc la re´alisation d’un dispositif chauf-
fant simple, inte´gre´ a` la puce microfluidique, destine´ a` actionner les couches de pnipam.
2.3.1.1 Re´flexions pre´liminaires sur la simulation
Flexibilite´. La simulation est un excellent outil d’aide a` la conception de dispositifs e´lectroniques :
elle permet de pre´dire le comportement d’un composant, son inte´gration dans un syste`me plus com-
plexe et son interaction avec son environnement. Dans le cas d’un dispositif complexe, une simulation
re´alise´e a priori permet de re´duire le temps et le couˆt de re´alisation : elle limite les erreurs et tests de
technologie. Dans ce cas, le temps investi dans la mode´lisation complexe du dispositif est largement
compense´ par le gain de temps obtenu lors de la re´alisation. Cependant, dans le cas de travaux
exploratoires, il est difficile de savoir quelle sera la forme finale du dispositif. Il est peu avantageux
d’attendre la finalisation d’un mode`le complet avant de commencer la re´alisation du dispositif. Il
est pre´fe´rable de conserver une certaine flexibilite´ ; mode´lisation et re´alisation ont donc e´te´ mene´es
en paralle`le. La construction d’un mode`le simple permet de de´terminer les ordres de grandeur ca-
racte´ristiques et de pouvoir modifier facilement le mode`le selon l’e´volution du dispositif. En paralle`le,
la re´alisation d’un prototype simple permet d’obtenir rapidement un dispositif chauffant pouvant
eˆtre caracte´rise´, e´talonne´ et utilise´ pour des tests pre´liminaires du syste`me complet.
Mode´lisation multiphysique par e´le´ments finis. Pour construire un mode`le simple, une e´tude
analytique paraˆıt la plus approprie´e. Cependant, ses re´sultats seront peu re´utilisables lorsqu’il fau-
dra passer a` un mode`le plus complexe. Ide´alement, c’est l’ensemble du dispositif qu’il est inte´ressant
de mode´liser : non seulement le dispositif chauffant, mais e´galement le transfert de chaleur dans le
pdms et le canal, le changement conformationnel du pnipam, l’adsorption et le relarguage controˆle´
de mole´cules biologiques ou la cre´ation de tourbillons pour le microme´lange. Meˆme si l’objectif
des travaux n’est pas la re´alisation de ce mode`le exhaustif, il est important que les briques de
base construites soient re´utilisables par d’autres chercheurs. Par ailleurs, ce mode`le complet com-
porte plusieurs phe´nome`nes physiques interconnecte´s : chauffage par effet Joule (e´lectro-thermique),
transfert de chaleur (thermique), interaction biologique (couches sensibles et ge´nie chimique), mi-
crome´lange (fluidique). Conside´rant l’ensemble de ces e´le´ments, nous avons choisi de travailler avec
le logiciel Comsol Multiphysics ; base´ sur la mode´lisation en e´le´ments finis, il est capable de sup-
porter la monte´e en complexite´ du mode`le. Par ailleurs, sa conception re´ellement multiphysique est
tre`s adapte´e au proble`me a` re´soudre. Il autorise enfin le de´veloppement de briques de simulation
se´pare´es et multi-e´chelles, utiles pour un projet faisant simultane´ment intervenir des couches minces
et des blocs de pdms macrome´triques.
Objectifs. Dans un premier temps, l’objectif est la construction d’un mode`le simple visant a`
pre´dire le comportement e´lectrique et thermique des e´le´ments chauffants. Il s’agit de de´terminer les
dimensions caracte´ristiques et d’e´valuer la porte´e et l’homoge´ne´ite´ du changement de tempe´rature
(notamment dans le liquide). Il s’agit e´galement d’e´tudier l’inertie thermique de l’assemblage, la
dynamique de chauffage et le temps de re´ponse de l’ensemble : en le comparant avec le temps de
re´ponse du pnipam, on peut ainsi de´terminer par quel e´le´ment est limite´ le dispositif.
2.3.1.2 Mode´lisation e´lectro-thermique et transfert de chaleur
Effet Joule et chauffage. Notre premie`re approche a e´te´ de mode´liser l’effet Joule et la dyna-
mique thermique ensemble, sur la meˆme ge´ome´trie 3D. Le mode`le est constitue´ d’une ligne chauffante
en or de 5.10−2×500.10−6×800.10−9 m sur un substrat de verre (Tab. 2.1) ; la longueur et la largeur
sont de l’ordre de grandeur de celles du canal. Le sous-domaine correspondant a` la re´sistance est
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concerne´ par la conduction de courant (Eq. 2.1) et le transfert de chaleur par conduction (Eq. 2.2) ;
le couplage Joule (Eq. 2.3) fait le lien entre les deux mode`les. Le substrat en verre n’est concerne´
que par le mode`le de transfert de chaleur. Le re´sultat de la re´solution stationnaire pour une tension
de 7 V est pre´sente´ sur la Fig. 2.6 ; on obtient une tempe´rature maximale de 318 K largement
homoge`ne sur les dimensions du canal a` assembler ensuite.




+∇· (−k∇T ) = Q (2.2)
Q = σ|∇V |2 (2.3)
Avec :
– σ la conductivite´ (S.m−1).
– V la tension e´lectrique (V) ;
– ρ la densite´ (kg.m−3) ;
– Cp la capacite´ calorifique a` pression constante (J.kg
−1.K−1) ;
– T la tempe´rature (K) ;
– k la conductivite´ thermique (W.m−1.K−1) ;
– Q la source de chaleur (W.m−3).
Tab. 2.1 – Proprie´te´s des diffe´rents mate´riaux utilise´s pour la simulation (d’apre`s [43] et bi-
bliothe`ques de Comsol).
k ρ Cp
verre 1, 38 2203 703
or 207 19300 128, 7
unite´ (W.m−1.K−1) (kg.m−3) (J.kg−1.K−1)
Fig. 2.5 – Maillage du mode`le de simulation de la ligne chauffante sur verre.
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Fig. 2.6 – Re´sultat de la simulation de la ligne chauffante sur verre.
Effet Joule – Ligne chauffante seule. Le mode`le pre´ce´dent permet d’obtenir une premie`re
estimation du comportement du syste`me. Il ne donne cependant pas d’information sur la dynamique
thermique dans le canal pdms ; par ailleurs, ce mode`le en trois dimensions, avec de forts rapports
d’aspect, demande un temps de calcul conse´quent. La dynamique thermique est principalement
limite´e par l’e´chauffement de la veine fluidique ; le proble`me peut donc eˆtre scinde´ en deux parties :
l’e´chauffement de la ligne chauffante seule, puis le transfert de chaleur dans la canalisation. La
ge´ome´trie de la structure permet par ailleurs de se limiter a` une simulation en deux dimensions, sans
perdre en qualite´ de simulation. Les ge´ome´tries 2D sont plus facilement modifiables et les calculs sont
plus courts, tout en donnant des re´sultats comparables. Nous avons donc de´couple´ ge´ome´triquement
l’effet Joule dans la re´sistance et le transfert de chaleur dans la structure. La premie`re ge´ome´trie
(Fig. 2.7) reprend les dimensions re´elles de la re´sistance (8.10−2 × 500.10−6 × 800.10−9 m) et les
proprie´te´s du mate´riau sont celles de l’or2 : k = 207 W.m−1.K−1, ρ = 19300 kg.m−3 et Cp =
128, 7 J.kg−1.K−1. La physique en jeu ne change pas : les e´quations sont les meˆmes que dans le
cas pre´ce´dent. Le re´sultat de la re´solution pour une tension de 7 V est pre´sente´ sur la Fig. 2.8.
La tempe´rature est homoge`ne dans la re´sistance (320 K). En se basant sur ces re´sultats, on peut
ensuite mode´liser le transfert de chaleur dans le reste de l’assemblage.
Transfert de chaleur – Mode`le. Afin d’e´tudier la dynamique et l’extension du chauffage, nous
utilisons le module de transfert de chaleur ge´ne´ral de Comsol. La ge´ome´trie a` deux dimensions
correspond a` une coupe transversale du canal (Fig. 2.9). Le mode`le est compose´ du substrat de verre
(500µm d’e´paisseur), du canal rempli d’eau (50×100µm) et du bloc de pdms (1 mm d’e´paisseur). Le
flux de chaleur principal est duˆ a` la conduction ; la contribution de la convection dans le liquide est
2Voir la section 2.3.1.3 sur le choix des mate´riaux pour la re´alisation des lignes chauffantes.
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Fig. 2.7 – Maillage du mode`le de simulation de l’effet Joule dans la ligne chauffante seule.
Fig. 2.8 – Re´sultat de la simulation de l’effet Joule dans la ligne chauffante seule sous Comsol.
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ne´gligeable a` cette e´chelle3. Les caracte´ristiques des diffe´rents mate´riaux sont donne´es au Tab. 2.24.
La source de chaleur est place´e sous le canal ; graˆce aux variables de couplage, la mode´lisation de
l’effet Joule de´termine la tempe´rature source. Les conditions aux limites assurent une continuite´ sur
les bords late´raux, correspondant a` l’extension du bloc de pdms ; les limites supe´rieure et infe´rieure
sont en interaction avec l’air ambiant. Le maillage est plus pre´cis autour du canal, qui est la zone
d’inte´reˆt principale (Fig. 2.9).
Tab. 2.2 – Proprie´te´s des diffe´rents mate´riaux utilise´s pour la simulation (d’apre`s [43] et bi-
bliothe`ques de Comsol).
k ρ Cp
verre 1, 38 2203 703
SiO2 1, 4 2270 1000
or 207 19300 128, 7
eau k(T ) ρ(T ) Cp(T )
pdms 0, 15 965 1200
unite´ (W.m−1.K−1) (kg.m−3) (J.kg−1.K−1)
Transfert de chaleur – Parame`tres et re´sultats. Les simulations sont effectue´es pour diffe´-
rentes tempe´ratures de source. La circulation de l’air ambiant sur les bords supe´rieur et infe´rieur
se traduit par un coefficient de transfert de chaleur h = 50 W.m−2.K−1 ; la tempe´rature ambiante
est fixe´e a` Tamb = 300 K. La Fig. 2.10 montre la dynamique de chauffage lorsque la source de
tempe´rature est fixe´e a` 320 K. La Fig. 2.11 montre l’e´volution de la tempe´rature en fonction du
temps en deux points : l’un au centre du canal, l’autre au milieu de sa face supe´rieure. On observe
que la tempe´rature de transition du pnipam (lcst ∼ 32˚C ∼ 305 K) est atteinte dans l’inte´gralite´
du canal en moins de 10 ms. Il faut environ 100 ms pour obtenir une tempe´rature de 310 K dans
l’inte´gralite´ du canal. La tempe´rature se stabilise apre`s quelques secondes (Fig. 2.12).
3Cette approximation est pleinement valide´e par une comparaison quantitative des re´sultats donne´s par ce mode`le
et un mode`le identique prenant en compte la convection : les re´sultats obtenus sont identiques.
4La fine couche de SiO2, qui ne mesure que 500 nm et a des proprie´te´s tre`s proches du verre, est ne´glige´e en
premie`re approximation.
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Fig. 2.9 – Maillage du mode`le de simulation du transfert de chaleur dans l’assemblage sous Comsol.
La ge´ome´trie correspond a` une coupe 2D dans le plan transversal au canal.
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Fig. 2.11 – Simulation : e´volution de la tempe´rature en deux points du canal pendant la premie`re
seconde de chauffage. Courbe supe´rieure bleue : point au centre ; courbe infe´rieure verte : point
en haut du canal. Le graphe de droite repre´sente les meˆmes donne´es avec une e´chelle temporelle
logarithmique.
Conclusions. Les simulations montrent qu’une ligne chauffante simple permet de stabiliser l’in-
te´gralite´ du canal a` une tempe´rature supe´rieure a` la lcst du pnipam en environ 100 ms. La tension
applique´e engendre un re´gime stationnaire et permet de controˆler la tempe´rature. Les mode`les sont
suffisamment flexibles pour eˆtre adapte´s en fonction des modifications de la technologie.
2.3.1.3 Re´alisation technologique
Dessin. Le dessin du masque comporte deux lignes chauffantes paralle`les : l’une de 500µm de
large, l’autre de 100µm. La simulation a montre´ que des re´sistances de telles dimensions, du meˆme
ordre de grandeur que la largeur du canal (100µm), produisent un e´chauffement correspondant au
stimulus thermique dont nous avons besoin. Les deux lignes, distantes de 2 cm, sont longues de
8 cm et dote´es, a` chacune de leurs extre´mite´s, d’un plot de 2× 2 mm visant a` faciliter la connexion
e´lectrique. Une ge´ome´trie line´aire permet de chauffer l’inte´gralite´ du canal ou uniquement une partie,
selon la disposition choisie a` l’assemblage : si le canal est place´ longitudinalement sur la re´sistance,
il est chauffe´ dans son inte´gralite´. Place´ perpendiculairement, seule l’intersection entre le canal et
la re´sistance est chauffe´e. Cette ge´ome´trie permet donc de conserver une certaine flexibilite´ dans les
expe´riences.
Mate´riaux et caracte´ristiques. Nous re´alisons les re´sistances selon un proce´de´ standard (( lift-
off )) de de´poˆt par me´tallisation. Elles sont compose´es d’une couche de 8000 A˚ d’or de´pose´e sur une
couche d’accroche de 1000 A˚ de titane. L’or n’est pas le mate´riau ide´al pour re´aliser une re´sistance
chauffante ; on lui pre´fe`re souvent le silicium polycristallin (ou (( polysilicium ))), plus re´sistif. Ce-
pendant, la technique de de´poˆt par me´tallisation est plus le´ge`re qu’un de´poˆt de polysilicium a` haute
tempe´rature (environ 600˚C pour un de´poˆt en LPCVD, low pressure chemical vapor deposition). Il
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Fig. 2.12 – Simulation : e´volution de la tempe´rature en deux points du canal pendant le chauffage.
Courbe supe´rieure bleue : point au centre ; courbe infe´rieure verte : point en haut du canal. (gauche)
E´volution pendant deux secondes, e´chelle line´aire ; (droite) e´volution pendant dix secondes, e´chelle
logarithmique.
est toujours possible de modifier ce mate´riau par la suite ; le proce´de´ technologique et le mode`le de
simulation sont facilement adaptables.
2.3.1.4 Caracte´risation
Montage. Nous effectuons la caracte´risation e´lectrique et thermique avec un ge´ne´rateur et une
came´ra infrarouge cedip Infrared systems (Fig. 2.13). La feneˆtre maximale de visualisation cor-
respond a` une zone de 320 × 240 pixels, couvrant une surface de 5, 7 × 4, 3 mm. En raison de
la faible e´missivite´ de l’or et de son fort coefficient de re´flexion, il est impossible de mesurer la
tempe´rature directement sur la re´sistance (voir la Fig. 2.14, ou` l’or apparaˆıt noir). Nous mesurons
donc la tempe´rature du pyrex jouxtant la re´sistance (en re´gime stationnaire, l’approximation est
pertinente), conjointement a` une caracte´risation e´lectrique.
Caracte´risation thermique et e´lectrique. Les re´sultats pour la re´sistance de 500µm sont
pre´sente´s sur la Fig. 2.15. On observe que la caracte´ristique courant–tension est line´aire dans
la gamme conside´re´e ; la re´sistance mesure´e est de 8 Ω. La tempe´rature atteint 45˚C pour une
puissance de´livre´e de 8 W ; ces re´sultats sont proches de la simulation, qui donne un re´sultat de
47˚C pour 7 W ; la diffe´rence est attribue´e aux simplifications du mode`le. Le chauffage est peu
efficace : c’est une conse´quence du choix des mate´riaux utilise´s pour fabriquer la re´sistance, ainsi que
de son design tre`s simplifie´. Ce dispositif permet ne´anmoins d’obtenir facilement une tempe´rature
supe´rieure a` la tempe´rature de transition du pnipam. En re´gime stationnaire (apre`s stabilisation),
la tempe´rature est homoge`ne sur plus de 1, 5 mm autour de la re´sistance.
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Fig. 2.13 – Montage de caracte´risation par thermographie infrarouge
   
Fig. 2.14 – Visualisation du chauffage par thermographie infrarouge sur la re´sistance de 500µm.
(gauche) 0 V, 23˚C ; (droite) 7 V, 40˚C. La re´sistance apparaˆıt noire en raison de la re´flexion
infrarouge sur l’or.
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Fig. 2.15 – Caracte´risation e´lectrique et thermique des lignes chauffantes. (gauche) Caracte´ristique
courant–tension dans la gamme de tempe´rature du dispositif ; (droite) e´chauffement par effet Joule :
e´volution de la tempe´rature en fonction du courant (thermographie infrarouge).
2.3.2 E´le´ments chauffants adressables
2.3.2.1 Contexte et technologie
Contexte. La section pre´ce´dente est de´die´e au de´veloppement de lignes chauffantes simples, visant
a` chauffer l’inte´gralite´ du canal de fac¸on non discrimine´e ; cet objectif correspond par exemple a` une
application biologique de la technologie pnipam : on souhaite que l’interaction avec les mole´cules bio-
logiques soit homoge`ne. A` l’inverse, une application de type fluidique (par exemple, le microme´lange)
est base´e sur l’he´te´roge´ne´ite´ des charges de surface ; on souhaite dans ce cas controˆler l’e´tat du pni-
pam pre´cise´ment, a` l’e´chelle microme´trique. Cela implique des zones de chauffage microme´triques,
mais surtout inde´pendantes les unes des autres, autant au niveau de la commande que de l’influence
mutuelle.
Technologies. Deux voies technologiques ont e´te´ mises en œuvre. La premie`re, repose sur un
savoir-faire de´veloppe´ depuis plusieurs anne´es au Laas, base´ sur une technologie polysilicium. Plu-
sieurs the`ses de doctorat ont e´te´ de´die´es a` ce travail [222, 223, 224, 225] ; nous pouvons de´sormais
re´aliser des matrices de microactionneurs ou microcapteurs thermiques adressables inde´pendamment.
La seconde voie, plus simple, utilise la technologie sur verre mise en place pour la re´alisation des
lignes chauffantes. Elle est moins performante que la voie silicium en terme de miniaturisation et
de facilite´ d’adressage des e´le´ments chauffants individuels ; elle pre´sente toutefois l’avantage d’un
assemblage final plus facile et surtout d’une technologie plus simple et moins one´reuse. Les travaux
pre´sente´s ci-apre`s ont e´te´ re´alise´s en collaboration avec Bertrand Marty et Emmanuel Colle´.
Technologie silicium. Le dispositif d’adressage e´lectrique est base´ sur des e´le´ments non line´aires
en polysilicium a` seuil syme´trique (Fig. 2.16, Fig. 2.17). Les e´le´ments non line´aires correspondent a`
des zones P et N5 re´alise´es par implantation ionique dans une couche fine de polysilicium (0, 5µm).
La caracte´ristique de seuil syme´trique correspond a` une structure NPN (ou PNP). Le seuil global
5La notion de zone P et N correspond au vocabulaire de la micro-e´lectronique, en particulier au dopage de semi-
conducteur. Voir Physique de l’e´tat solide, C. Kittel, chapitre 8, (( Conductivite´ due aux impurete´s )), p.201 [226].
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est modifie´ en ajustant le dopage ou en assemblant plusieurs structures e´le´mentaires NPN en se´rie.
Pour une pre´sentation plus de´taille´e de la technologie mise en jeu, le lecteur peut se rapporter
aux publications associe´es [225, 227]. Bertrand Marty a proce´de´ a` une caracte´risation e´lectrique
approfondie de ces e´le´ments [225] ; ces re´sultats ne rele`vent pas directement de nos travaux et ne sont
donc pas de´taille´s ici. La section suivante pre´sente ne´anmoins, de fac¸on re´sume´e, la caracte´risation
thermique effectue´e par Emmanuel Colle´.







Fig. 2.16 – Sche´ma d’un e´le´ment individuel du dispositif chauffant adressable.
Fig. 2.17 – (gauche) Sche´ma de l’ensemble des e´le´ments chauffants adressables. La zone grise´e
repre´sente un canal en pdms. (droite) Photo du dispositif re´alise´.
2.3.2.2 Caracte´risation thermique
Thermographie infrarouge. De la meˆme manie`re que pour les lignes chauffantes, nous ca-
racte´risons les e´le´ments adressables par thermographie infrarouge. L’un des e´le´ments est mis sous
tension de manie`re a` de´passer le seuil et produire de la chaleur. La tempe´rature est mesure´e sur
l’e´le´ment chauffe´ ansi que sur ses voisins (non alimente´s), en fonction de la tension applique´e. Les
re´sultats sont pre´sente´s sur la Fig. 2.18. On observe tout d’abord qu’il est ne´cessaire d’appliquer de
fortes tensions pour atteindre la tempe´rature de transition du pnipam : 135 V pour 32˚C. Cela est
duˆ au design du dispositif, conc¸u comme un de´tecteur tre`s sensible aux variations de tempe´rature.
La caracte´risation montre que les proches voisins chauffent e´galement, en raison de la conduction
thermique dans le substrat ; si l’e´le´ment sous tension est a` 32˚C, ses plus proches voisins sont a`
environ 27˚C. On pre´fe´re ge´ne´ralement chauffer le pnipam au-dela` de sa lcst, vers 40 a` 50˚C ;
or, de`s 40˚C sur l’e´le´ment sous tension, ses premiers voisins atteignent 32˚C. Des efforts doivent
donc eˆtre faits pour mieux isoler les e´le´ments chauffants les uns des autres. On peut par exemple
envisager de re´aliser ces dispositifs sur substrats verre ou pyrex, moins conducteurs que le silicium ;
la technologie mise en œuvre n’est en effet pas de´pendante d’un substrat en silicium.












Fig. 2.18 – Caracte´risation d’une se´rie d’e´le´ments chauffants adressables par thermographie infra-
rouge.
2.3.3 Conclusions
Lignes chauffantes. J’ai traite´ dans cette partie de deux types d’e´le´ments chauffants ; chacun
correspond a` une application diffe´rente du pnipam. Le premier dispositif est une ligne chauffante
simple, visant a` chauffer l’inte´gralite´ du canal sans discrimination. Il fait appel a` une technologie
micro-e´lectronique volontairement limite´e. La caracte´risation de ce syste`me montre que, meˆme non
optimise´, ses performances sont acceptables. Le dispositif chauffant n’est donc pas un point bloquant
dans le de´veloppement de la technologie inte´gre´e pnipam : le Laas, en particulier le groupe n2is,
dispose de la technologie et du savoir-faire pour optimiser ce syste`me et pour l’adapter aux autres
e´le´ments du dispositif. De nombreuses ame´liorations sont envisageables :
Polysilicium. Nous avons utilise´ une re´sistance en couche d’or sur titane en raison de la facilite´ de
de´poˆt de ces couches. Le silicium polycristallin montre des proprie´te´s e´lectro-thermiques plus
inte´ressantes, mais implique une technologie le´ge`rement plus lourde. Il peut eˆtre inte´ressant
de tester ce mate´riau.
Transparence. L’application vise´e du dispositif appartient au domaine des laboratoires sur puces.
Le domaine de la biologie fait souvent appel a` la microscopie ; l’expe´rience a montre´ qu’il est
pre´fe´rable de concevoir des dispositifs aussi transparents que possible, afin de faciliter leur
utilisation en microscopie. Ainsi, un e´le´ment chauffant en me´tal place´ sous le canal interdit
toute utilisation d’un microscope inverse´, dans lequel l’objectif est situe´ sous l’e´chantillon.
Dans cette optique, il est inte´ressant d’explorer la piste de l’ito (indium tin oxyde, oxyde
d’indium-e´tain) ; ce compose´, de´ja` tre`s utilise´ pour l’e´lectromouillage, a la particularite´ d’eˆtre
un conducteur e´lectrique transparent.
Design. Enfin, le design propose´ est volontairement tre`s simple. Il faut probablement l’adapter en
fonction des contraintes des autres e´le´ments du dispositif. Par exemple, s’il s’ave`re impossible
d’utiliser des re´sistances transparentes en ito, on peut envisager de modifier le design pour
de´doubler la re´sistance en deux re´sistances paralle`les, le canal e´tant aligne´ entre elles. Ainsi,
l’observation par le dessous devient possible, tout en conservant l’homoge´ne´ite´ de tempe´rature
dans le canal.
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E´le´ments adressables. Le second dispositif chauffant n’a pas e´te´ de´veloppe´ particulie`rement
pour notre application ; il a e´te´ conc¸u avant tout comme un capteur de tempe´rature. Son inte´reˆt
majeur est de comporter des e´le´ments chauffants miniaturise´s adressables individuellement : une
telle fonctionnalite´ est exactement ce dont nous avons besoin pour re´aliser des me´langeurs e´lectroci-
ne´tiques. Cependant, les dispositifs que nous avons pu tester ne sont pas adapte´s a` notre application.
D’autres dispositifs ont e´te´ re´alise´s mais ils n’ont pas encore e´te´ e´value´s.
2.4 Fonctionnalisation de surface et greffage du PNIPAM
2.4.1 Chimie de greffage du PNIPAM
2.4.1.1 Couche d’accroche de silane
TMSPM. Nous avons choisi le silane 3-(trime´thoxysilyl)propyl me´thacrylate (tmspm, CAS :
2530-85-0) en raison de son extre´mite´ me´thacrylate, capable de re´agir avec le polyme`re [228] ; il est
aussi appele´ γ-me´thacryloxypropyltrime´thoxysilane (maptms). Sa formule est donne´e sur la Fig.
2.19. Ce silane est neutre, il ne s’ionise pas en solution. Son extre´mite´ Si–(OCH3)3 (trime´thoxysilane)









Fig. 2.19 – Mole´cule de 3-(trime´thoxysilyl)propyl me´thacrylate
Silanisation. Le protocole e´tabli s’inspire du protocole de fonctionnalisation (( cea-2 )), de´veloppe´
au cea-Le´ti pour immobiliser des sondes biologiques sur des biopuces [229, 230]. Le protocole e´tabli
pour le greffage du tmspm comprend les e´tapes suivantes :
– Activation de la surface par un bain de NaOH ou par plasma O2, afin de cre´er des fonctions
silanol Si–OH. Lavage a` l’eau de´sionise´e (edi).
– Neutralisation HCl (si activation NaOH ou Brown) a` 0, 5 N pour neutraliser la basicite´ de la
soude, puis lavage a` l’edi.
– Lavages a` l’e´thanol, afin de chasser au maximum les traces d’eau qui pourraient interagir avec
les mole´cules de silane.
– Lavages au solvant de silanisation, s’il est diffe´rent de l’e´thanol.
– Silanisation : le silane est dilue´ dans un solvant organique, de type e´thanol, me´thanol, trichlo-
roe´thyle`ne ou hexade´cane. Les concentrations habituellement utilise´es pour la modification
de surface sont de l’ordre de 10−4 M. Dans le cas des capillaires et microcanaux, la forte
augmentation du rapport surface sur volume oblige a` utiliser des concentrations beaucoup
plus e´leve´es (de l’ordre de 10−1 M). Dans le cas contraire, il pourrait y avoir une he´te´roge´ne´ite´
de la silanisation dans le capillaire : la solution s’appauvrit en silane au fur et a` mesure de sa
progression dans le canal. La silanisation dure ge´ne´ralement une nuit, a` tempe´rature ambiante.
– Lavages au solvant de silanisation et l’e´thanol, puis se´chage.
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– Re´ticulation (e´ventuelle) afin de stabiliser la couche organique : recuit en e´tuve pendant trois
heures a` 110˚C.
Des modifications mineures ont lieu selon le support de fonctionnalisation (voir la section
2.4.1.3) : type d’activation, nombre de lavages, nature du solvant, re´ticulation. Le protocole ge´ne´ral
reste toutefois le meˆme ; il ame`ne a` une surface exposant des groupes acryliques preˆts a` re´agir avec
le polyme`re a` greffer.
2.4.1.2 Polyme´risation de l’acrylamide et du NIPAM
Contexte. Les polyme`res a` base d’acrylamide (Fig. 2.20, CAS : 79-06-1) sont tre`s utilise´s en
biochimie, notamment pour l’e´lectrophore`se. Ils sont depuis longtemps utilise´s en tant que gel [231] ;
plus re´cemment, ils ont e´te´ utilise´s comme reveˆtements de canaux (capillaires ou puces), pour
diminuer le phe´nome`ne d’e´lectro-osmose et empeˆcher l’adsorption de prote´ines sur les parois [232,
233]. Les me´canismes de polyme´risation radicalaire en chaˆıne de l’acrylamide sont maintenant bien
connus [234]. L’acrylamide est particulie`rement inte´ressant pour nous, car il est tre`s proche du
nipam. Le polyacrylamide (pam) est l’e´quivalent d’un pnipam non thermosensible qui resterait
toujours dans l’e´tat hydrophile de´plie´ ; il consistue par conse´quent un excellent te´moin pour nos
expe´riences. On le substitue e´galement parfois au pnipam dans certains tests pre´liminaires, afin de





Fig. 2.20 – Mole´cule d’acrylamide.
Polyme´risation. On distingue deux grandes cate´gories de re´actions de polyme´risation : la poly-
me´risation en chaˆıne et la polyme´risation par e´tapes. Une re´action de polyme´risation en chaˆıne est
une re´action conduisant a` la formation de polyme`res par additions successives de monome`res sur
une extre´mite´ active de la chaˆıne macromole´culaire. Si cette extre´mite´ active est un radical, on parle
de polyme´risation radicalaire ; les polyme´risation d’acrylamide et de nipam que nous re´alisons sont
des polyme´risations en chaˆıne radicalaires. Elles se de´roulent en trois phases : l’amorc¸age, la pro-
pagation et la terminaison. L’amorc¸age comprend deux sous-e´tapes. La premie`re est la ge´ne´ration
de radicaux primaires a` l’aide d’un initiateur (Eq. 2.4). La seconde est l’addition du radical pri-
maire sur une premie`re unite´ monome`re pour former le premier (( maillon )) de la chaˆıne polyme`re
en croissance (Eq. 2.5). C’est, d’une manie`re ge´ne´rale, la premie`re re´action qui constitue l’e´tape
lente, et gouverne donc la vitesse globale du processus d’amorc¸age. La propagation est la princi-
pale e´tape de la polyme´risation radicalaire (Eq. 2.6). C’est au cours de cette e´tape que la chaˆıne
macromole´culaire se forme, par additions successives d’unite´s monome`res sur le (( macro-radical ))
en croissance. La terminaison correspond a` la rencontre d’un polyme`re ayant un monome`re active´
en bout de chaˆıne et d’une espe`ce qui de´sactive ce monome`re. Par exemple, deux macro-radicaux
peuvent, lors d’une re´action de recombinaison, reformer une liaison covalente.
A2 −→ 2A∗ (2.4)
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A∗ +M −→M∗ (2.5)
M∗ +M −→MM∗ M−→MMM∗ M−→MMMM∗ . . . (2.6)
Protocole. Le protocole est adapte´ de celui propose´ par S. Hjerte´n [228, 235]. On pre´pare une
solution aqueuse d’acrylamide a` 5% (w/v), dans lequel bulle de l’azote pendant 3 heures : il s’agit
de chasser le dioxyge`ne O2, susceptible d’inhiber la polyme´risation en re´duisant les radicaux libres.
Puis, on ajoute l’initiateur (persulfate d’ammonium, (NH4)2S2O8, CAS : 7727-54-0) et un catalyseur,
le TEMED (N ,N ,N ′,N ′-tetrame´thyle´thyle`nediamine, CAS : 110-18-9) ; leurs concentrations finales
sont respectivement de 5 mg/mL et de 1 µL/mL. Aussitoˆt la solution preˆte, elle est introduite dans
le canal a` fonctionnaliser, dont les surfaces ont e´te´ pre´alablement greffe´es de silane tmspm. Au bout
d’une heure, le canal est abondamment rince´ a` l’eau de´sionise´e, afin de ne laisser que les chaˆınes
d’acrylamide chimisorbe´es sur la surface. Ce protocole ame`ne a` un greffage e´pars du polyme`re et
des chaˆınes longues.
Polyme´risation du NIPAM. J’ai pre´sente´ en de´tail le poly(N -isopropylacrylamide) a` la section
1.3. Les me´canismes de polyme´risation sont tre`s proches de ceux mis en jeu pour l’acrylamide ; le
protocole de greffage est identique.
2.4.1.3 Supports de fonctionnalisation
Subtrats de silicium ou silice. Avec notre protocole, le pnipam peut eˆtre greffe´ sur toute
surface modifiable avec le tmspm. Le tmspm est un silane, donc facilement greffable sur toute
surface de silicium ou de silice. Nous re´alisons la fonctionnalisation selon ce protocole sur des wafers
de silicium (avec oxyde SiO2 natif ou oxydation thermique), des substrats de verre (par exemple,
des lames de microscope), des couches d’oxyde SiO2 PECVD
6 et des microbilles de silice. Sur ces
supports, le greffage fonctionne de fac¸on efficace et tre`s reproductible. Quelques ame´nagements du
protocole sont ne´cessaires selon les substrats : par exemple, pour fonctionnaliser les microbilles de
silice (diame`tre 5 a` 10µm), nous utilisons un me´langeur et une centrifugeuse, afin de manipuler
les billes et les solutions. Cependant, ces modifications sont mineures et n’aboutissent pas a` des
re´sultats diffe´rents.
Autres substrats. L’application vise´e incite a` augmenter autant que possible la surface fonction-
nalise´e, afin d’augmenter la surface d’interaction avec les mole´cules biologiques. Il est donc tentant
de fonctionnaliser les surfaces de pdms, qui constituent trois des quatre murs des canaux de notre
dispositif (le quatrie`me e´tant une couche de SiO2). Je de´taille ces travaux dans la section 2.4.3.1.
2.4.2 Caracte´risation chimique de la fonctionnalisation
Techniques. Nous avons mis en œuvre diffe´rentes techniques de caracte´risation des couches chi-
miques greffe´es lors de la fonctionnalisation. La mesure d’angle de contact de goutte d’eau est une
mesure de routine tre`s re´pandue, mais qui ne fournit qu’une information limite´e. Les spectroscopies
Raman et infrarouge classiques se sont re´ve´le´es incapables de de´tecter nos couches [236]. Il faut donc
se tourner vers des techniques plus pousse´es : la spectroscopie infrarouge a` re´flexions internes mul-
tiples, et la spectroscopie infrarouge a` transforme´e de Fourier en transmission. Toutes ces techniques
servent a` ve´rifier le bon de´roulement des diffe´rentes e´tapes et la pre´sence des fonctions chimiques
greffe´es.
6Plasma-enhanced chemical vapor deposition : me´thode de de´poˆt de couches minces utilise´ en micro-e´lectronique.
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2.4.2.1 Angle de contact
The´orie et principe. Dans le domaine de la fonctionnalisation de surface, la mesure d’angle de
contact est re´gulie`rement employe´e pour ve´rifier le bon de´roulement des dife´rentes e´tapes. Les ordres
de grandeur d’hydrophilie et d’hydrophobie peuvent, en effet, eˆtre associe´s aux fonctions chimiques
que l’on s’attend a` trouver sur la surface. Elle consiste a` de´poser, sur la surface a` caracte´riser,
une goutte d’un liquide choisi. Le mouillage entre les deux phases est de´fini par les interactions
cohe´sives entre la surface et le liquide a` l’e´chelle mole´culaire. Selon l’affinite´ entre la surface et le
liquide, la goutte s’e´tale plus ou moins (Fig. 2.21). Thomas Young a e´tabli en 1805 la relation
entre l’angle de contact θc de la goutte et les e´nergies interfaciales γ de´finissant l’e´quilibre me´canique
de la ligne triple de contact liquide – solide – gaz (Eq. 2.7) [237]. Pour plus de de´tails sur la notion








Fig. 2.21 – Repre´sentation sche´matique d’une goutte de liquide en mouillage partiel sur une surface
solide. S signifie solide, L liquide et G gaz.
Utilisation en routine. Nous utilisons la mesure d’angle de contact comme me´thode de carac-
te´risation de routine afin de ve´rifier le bon de´roulement des e´tapes de fonctionnalisation. Ainsi, la
premie`re e´tape de la silanisation (activation a` la soude ou au plasma) cre´e de nombreuses fonctions
silanol (Si–OH), qui rendent la surface tre`s hydrophile. Cela correspond a` un e´talement prononce´
de la goutte, donc a` un angle de contact faible (∼ 20˚). Apre`s silanisation, on obtient un angle
compris entre 70˚et 80˚, selon l’e´tat de stabilisation de la couche. L’acrylamide, quant a` lui, est
un polyme`re connu pour son hydrophilie.
Mesures dynamiques. La mesure d’angle de contact est encore plus inte´ressante pour le cas
du pnipam, puisque la mouillabilite´ de la surface change dynamiquement avec la tempe´rature. Une
surface de pnipam (( froid )) (T < LCST ) montre les proprie´te´s d’une surface hydrophile ; a` l’in-
verse, une surface de pnipam (( chaud )) (T > LCST ) se comporte comme une surface hydrophobe.
L’expe´rience a montre´ qu’il est de´licat d’effectuer des mesures statiques, car cela implique la ther-
malisation de tous les e´le´ments de la chaˆıne : le re´servoir d’eau, le circuit d’eau amenant la goutte,
la chambre de mesure, le substrat, etc. Une mesure statique porte sur l’e´tat fige´ de la goutte apre`s
une dure´e de´termine´e. La technique dynamique consiste a` faire varier, avec la seringue, le volume
de la goutte en continu, en e´tudiant la variation de l’angle de contact [240]. Lorsqu’on augmente
le volume de la goutte, sa base s’e´largit et progresse sur la surface ; on obtient ainsi un angle de
contact d’avancement (Fig. 2.22). Inversement, en diminuant le volume de la goutte, le liquide est
aspire´, la base de la goutte re´tre´cit, donnant un angle de contact de recul. Nous avons donc opte´
pour des mesures dynamiques, plus riches en information.




Fig. 2.22 – Sche´ma de mesures dynamiques d’angle de contact. (a) Augmentation du volume de la
goutte et mesure de l’angle d’avancement θa ; (b) diminution du volume de la goutte et mesure de
l’angle de recul θr
Mesures dynamiques sur PNIPAM. La Fig. 2.23 montre l’e´volution, en fonction de la tempe´-
rature, de l’angle de contact d’avancement sur une surface fonctionnalise´e avec du pnipam. L’angle
de contact sur une surface de silane (tmspm) est donne´ pour re´fe´rence. On constate que l’angle
d’avancement sur pnipam croˆıt de fac¸on significative (∼ 68˚a` 83˚), en particulier autour de la
tempe´rature de transition (lcst ∼ 32˚) ; l’angle de contact d’avancement sur surface de tm-
spm reste constant autour de 74˚sur toute la gamme de tempe´rature teste´e. Ces re´sultats sur
pnipam sont a` rapprocher de ceux de Huber et al. [184], qui observent un comportement simi-
laire sur des couches de pnipam d’environ 7, 5 nm. Plunkett et al. [127] rapportent e´galement
ce phe´nome`ne sur des couches de pnipam de 19, 5 nm. Nos protocoles de silanisation et de po-
lyme´risation sont diffe´rents ; ils de´bouchent probablement sur des couches ayant une densite´ de
greffage et une e´paisseur diffe´rentes. Cependant, la ressemblance du comportement est un premier





































Fig. 2.23 – E´volution, en fonction de la tempe´rature, de l’angle de contact d’avancement d’une
goutte d’eau sur une surface de pnipam (v) et sur une surface de silane tmspm (A).
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Hyste´re´sis sur PNIPAM. La Fig. 2.24 montre l’e´volution, en fonction de la tempe´rature, de
l’hyste´re´sis entre l’angle de contact d’avancement et l’angle de contact de recul sur une surface
fonctionnalise´e avec du pnipam. On constate que la valeur de l’hyste´re´sis augmente e´galement
avec la tempe´rature, en particulier autour de la lcst ; l’hyste´re´sis sur le silane reste constant.
L’hyste´re´sis sur pnipam suit le comportement de l’angle de contact d’avancement, ce qui signifie
que l’angle de contact de recul est peu sensible a` la tempe´rature : une partie des mole´cules de pnipam
pre´sente a` la solution aqueuse les meˆmes groupes chimiques inde´pendamment de la tempe´rature de
transition. Un tel comportement a de´ja` e´te´ rapporte´ dans la litte´rature [241, 127]. Re´cemment, nos
colle`gues spe´cialistes en mode´lisation a` l’e´chelle atomique ont de´couvert que cet hyste´re´sis pouvait
eˆtre explique´ par la pre´sence de monome`res de nipam sous forme syndiotactique7 dans les chaˆınes
de pnipam [121]. Dans les monome`res de nipam syndiotactique, les groupes polaires amide ne sont
pas sature´s par les interactions intramole´culaires dans l’e´tat replie´, comme c’est le cas pour la forme

























Fig. 2.24 – E´volution, en fonction de la tempe´rature, de l’hyste´re´sis entre l’angle de contact d’avan-
cement et de recul d’une goutte d’eau sur une surface de pnipam (v) et sur une surface de silane
tmspm (A).
Conclusion. La mesure d’angle de contact est une me´thode rapide, simple et peu couˆteuse. Elle
permet d’obtenir des informations simples, mais toutefois limite´es, sur la surface et les mole´cules
chimiques qui y sont greffe´es. Nous l’avons utilise´e comme me´thode de routine pour ve´rifier les e´tapes
de fonctionnalisation. Elle a e´galement permis d’identifier des surfaces dont le comportement est
cohe´rent avec la pre´sence de pnipam. Cependant, il est ne´cessaire de mettre en œuvre des me´thodes
plus pousse´es pour re´ellement valider la pre´sence de silane et de pnipam sur nos surfaces. Ces
me´thodes et leurs re´sultats font l’objet des deux sections suivantes.
2.4.2.2 Spectroscopie infrarouge a` re´flexions internes multiples
Principe. La spectroscopie infrarouge (ir) est une technique d’identification et de caracte´risation
chimique, base´e sur l’absorption du rayonnement infrarouge par les liaisons chimiques de l’e´chantillon.
7Une macromole´cule ou un polyme`re syndiotactique est principalement constitue´ d’unite´s e´le´mentaires
re´gulie`rement alterne´es. Au contraire, dans une macromole´cule isotactique, ces composants e´le´mentaires sont tous
organise´s de la meˆme fac¸on.
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La technique atr (attenuated total reflection, re´flexion totale atte´nue´e), e´galement appele´e mir
(multiple internal reflection, re´flexion multiple interne) utilise une proprie´te´ de la re´flexion to-
tale appele´e onde e´vanescente. Cette me´thode a l’avantage de permettre une analyse directe d’un
e´chantillon solide ou liquide sans pre´paration particulie`re. Dans un montage atr classique, un fais-
ceau infrarouge est envoye´ a` travers un cristal positionne´ pre´cise´ment en contact avec l’e´chantillon
a` analyser (voir la Fig. 2.25). L’ensemble est positionne´ de fac¸on a` ce que le faisceau se refle`te
au moins une fois sur la surface du cristal en contact avec l’e´chantillon a` analyser. Cette re´flexion
cre´e une onde e´vanescente qui se propage sur l’e´chantillon sur quelques microme`tres ; ce rayon-
nement infrarouge est absorbe´ de fac¸on caracte´ristique par les liaisons chimiques de l’e´chantillon.
Un de´tecteur place´ a` l’autre extre´mite´ du cristal collecte le faisceau modifie´. Pour une approche
plus approfondie de cette technique, le lecteur peut se rapporter a` l’ouvrage de re´fe´rence Internal




Fig. 2.25 – Sche´ma d’un montage de spectroscopie infrarouge atr.
Montage expe´rimental. La technique atr/mir est particulie`rement utile pour l’analyse de
solides (tels que des poudres) et de liquides. Cependant, pour caracte´riser des e´chantillons fonction-
nalise´s, des adaptations sont ne´cessaires. Une solution couˆteuse est de fonctionnaliser directement le
cristal atr : l’onde e´vanescente parcourt ainsi la zone fonctionnalise´e. Une autre solution, de´veloppe´e
au cea-Le´ti, permet la caracte´risation directe d’e´chantillons de silicium fonctionnalise´s [243]. Elle
fait appel a` un montage comprenant deux prismes de silicium servant d’entre´e et de sortie au
faisceau infrarouge dans la plaque de silicium fonctionnalise´e (voir la Fig. 2.26). Cette technique a
de´ja` e´te´ applique´e a` l’analyse de couches chimiques servant a` l’accrochage d’espe`ce biologiques [244].
Les travaux pre´sente´s ci-apre`s ont e´te´ re´alise´s en collaboration avec Ne´vine Rochat et Guillaume
Delapierre, du cea-Le´ti, Grenoble, France.
E´chantillons. Nous de´coupons les e´chantillons a` partir d’un wafer de silicium de 4 pouces, dope´
P et doublement poli. L’e´paisseur mesure´e est de 530 µm et la re´sistivite´ de 20 Ω.cm. Apre`s une
activation de la surface plasma O2
8, les e´chantillons sont plonge´s dans une solution de silane a`
10 % en me´thanol aussitoˆt apre`s, selon le protocole habituel de´crit au paragraphe 2.4.1.1. L’un des
e´chantillons est re´serve´, tandis que l’autre subit ensuite le greffage de pnipam tel que de´crit au
paragraphe 2.4.1.2.
Re´sultats et discussion – Silane. Le lecteur peut se rapporter aux formules du silane tmspm
(p. 54) et du nipam (p. 25) pour comparer les fonctions chimiques identifie´es sur les spectres ir-atr.
Le spectre obtenu sur l’e´chantillon de silane est donne´ a` la Fig. 2.27. Le groupe acrylate (ester)
est bien identifie´ autour de 1700 cm−1, notamment a` 1722 cm−1 ; on observe aussi le stretching
81000 mL/min O2 a` 800 W sans cage pendant 5 min.
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source IR détecteur




Fig. 2.26 – Sche´ma du montage de spectroscopie infrarouge MIR a` deux prismes de´veloppe´ au
cea-Le´ti (d’apre`s [243]).
(e´tirement) de –C=CH2 a` 1639 cm
−1. Les contributions des groupes aliphatiques sont visibles autour
de 1900 cm−1. La contribution au-dela` de 3100 cm−1 est attribue´e a` l’eau re´siduelle.
Re´sultats et discussion – PNIPAM. Le spectre obtenu sur l’e´chantillon de pnipam (greffe´
via une couche de silane) est donne´ a` la Fig. 2.28. Le pic acrylate provenant du silane est toujours
visible a` 1722 cm−1. Le pic a` 1646 cm−1 correspond au mode stretching de C=O (amide I) ; le
pic a` 1531 cm−1 est affecte´ au mode bending (pliage) de NH (amide II), avec les modes stretching
correspondants autour de 3300 cm−1. La succession de pics autour de 2900 cm−1 correspond au
mode stretching de C–H aliphatique.























Fig. 2.27 – Spectre ir-atr d’un e´chantillon de silicium doublement poli fonctionnalise´ avec le silane
tmspm.
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Amide I from PNIPAM
e II from PNIPAM
Fig. 2.28 – Spectre ir-atr d’un e´chantillon de silicium doublement poli fonctionnalise´ avec le
pnipam via une couche d’accroche de silane.
Conclusion. Les bandes d’absorption caracte´ristiques acrylate, amide I et amide II confirment
la pre´sence de ces groupements, pre´sents dans le tmspm et le pnipam. Les spectres obtenus sont
donc cohe´rents avec la pre´sence de silane et de pnipam sur les e´chantillons analyse´s. Ces re´sultats
sont encourageants, mais incomplets : d’une part, la pre´sence d’eau re´siduelle geˆne une partie des
mesures autour de 3300 cm−1. Par ailleurs, la limite infe´rieure de la gamme de mesure (1400 cm−1)
ne donne pas acce`s a` une partie du proche infrarouge. Nous avons eu l’opportunite´ de collaborer
avec une autre e´quipe spe´cialise´e en spectroscopie infrarouge afin de consolider ces re´sultats ; ces
travaux font l’objet de la section suivante.
2.4.2.3 Spectroscopie infrarouge a` transforme´e de Fourier en transmission
Principe. Le principe ge´ne´ral est le meˆme que dans la section pre´ce´dente : l’e´chantillon a` analyser
est soumis a` un rayonnement infrarouge dont l’absorption est caracte´ristique des liaisons chimiques
pre´sentes dans l’e´chantillon. En spectroscopie infrarouge classique (dispersive), on utilise un mo-
nochromateur pour faire varier la fre´quence du faisceau infrarouge ; on mesure alors pour chaque
fre´quence l’e´nergie absorbe´e par les liaisons chimiques. En spectroscopie infrarouge a` transforme´e de
Fourier (Fourier transform infrared, ftir), on remplace le monochromateur par un interfe´rome`tre,
afin de mesurer une gamme comple`te de fre´quences simultane´ment ; la transforme´e de Fourier du
signal mesure´ donne acce`s a` un spectre caracte´ristique du compose´ analyse´. Pour plus de de´tails
sur cette technique, le lecteur peut consulter l’ouvrage complet de Brian C. Smith [245].
Protocole expe´rimental. Les travaux pre´sente´s dans cette section ont e´te´ re´alise´s en collabora-
tion avec Meng Li et Yves J. Chabal, du Laboratory for Surface Modification, Rutgers University,
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Piscataway, NJ, USA. Les e´chantillons sont identiques a` ceux de´crits dans la section pre´ce´dente.
Les mesures sont effectue´es en transmission, selon deux angles. La mesure selon l’angle d’incidence
de Brewster est sensible a` la fois aux composantes normales et tangentielles des modes de vibration
des liaisons chimiques. La mesure selon l’incidence quasi-normale, en revanche, n’est sensible qu’a`
la composante tangentielle (paralle`le a` la surface). La combinaison des deux mesures permet, une
fois l’affectation des pics effectue´e, de de´terminer l’orientation des mole´cules sur la surface.
Re´sultats et discussion – Silane. Le spectre obtenu sur l’e´chantillon de silane est donne´ a`
la Fig. 2.29. L’assignation des pics aux liaisons chimiques est effectue´e par les spe´cialistes de la
spectroscopie infrarouge. Le lecteur peut se rapporter a` la repre´sentation du silane tmspm p. 54
pour comparer les fonctions chimiques identifie´es sur le spectre ftir. L’assignation des pics permet
notamment d’identifier des bandes d’absorption caracte´ristiques des fonctions acrylate entre 1600 et
1700 cm−1. Les pics a` 1720 et 1702 cm−1 sont assigne´s aux vibrations de stretching de la liaison C=O
dans le groupe –C=C–C(=O). Les pics a` 1640 et 877 cm−1 sont assigne´s aux modes stretching de
la liaison C=C et au bending C–H hors-plan du groupe –C=CH2 ([246] pp.163, 104, 106). La re´gion
1000− 1300 cm−1 est plus complexe ; elle contient des modes provenant de diffe´rentes bandes. Elle
inclut les modes stretching asyme´trique (1250 − 1300 cm−1) et syme´trique (1050 − 1200 cm−1) de
C–O–C ([246] p.177). Elle contient e´galement les modes de phonons9 optiques longitudinaux (LO) et
transverses (TO) de complexes Si–O–Si, forme´s soit entre mole´cules de silane re´ticule´es, soit a` partir
de la chimisorption sur la surface de silicum oxyde´e (mode TO dans la gamme 1040− 1060 cm−1,
mode LO dans la gamme 1150 − 1200 cm−1). Une particularite´ importante du mode de phonon
LO est son absence sur le spectre obtenu en incidence quasi-normale (Fig. 2.29 (b)) ; cela signifie
qu’il est polarise´ normalement a` la surface. Deux autres contributions possibles dans la re´gion
1000−1300 cm−1 sont le mode stretching de Si–O–C a` 1100 cm−1 et le mode rocking (balancement)
de CH3 a` 1190 cm
−1 ; ces deux contributions peuvent eˆtre dues a` une hydrolyse incomple`te du silane
(Si–O–CH3).
Re´sultats et discussion – PNIPAM. Le spectre obtenu sur l’e´chantillon comprenant la couche
d’accroche de silane et le pnipam est donne´ a` la Fig. 2.30. L’analyse ftir re´ve`le la pre´sence de
bandes d’absorption caracte´ristiques des groupes amide I et amide II entre 1500 et 1700 cm−1.
On observe e´galement des bandes d’absorption autour de 3000 cm−1, correspondant au groupe
isopropyl (se rapporter a` la repre´sentation du pnipam p. 25). Plus pre´cise´ment, les pics entre 1500
et 1700 cm−1 sont attribue´s a` plusieurs modes stretching de CH (–CH3 et –CH2) ; le pic a` 1656 cm−1
correspond au mode stretching de C=O (amide I) ; le pic a` 1535 cm−1 est affecte´ au mode bending
de NH (amide II), avec les modes stretching correspondants autour de 3300 cm−1. Les bandes
a` 1460 cm−1 et 1377 cm−1 correspondent respectivement aux modes de bending asyme´trique et
syme´trique de CH3 ; la bande d’absorption a` 1460 cm
−1 peut e´galement contenir une contribution
des modes scissoring (cisaillement) de –CH2, qui chevauchent le mode bending de –CH3.
Conclusion. Les spectres et leur analyse confirment la pre´sence de tmspm et de chaˆınes de
pnipam sur les substrats de silicium. Les mesures ont e´te´ effectue´es sur des e´chantillons nettoye´s
de fac¸on rigoureuse a` l’eau et en bain ultrasons, pour de´crocher les e´ventuelles chaˆınes de pnipam
physisorbe´es sur la surface. On peut donc en conclure que ces chaˆınes sont chimisorbe´es sur la
surface : notre chimie est efficace.
9Un phonon est un quantum de vibration dans un solide cristallin. Les branches optiques apparaissent a` partir
de plusieurs atomes par maille primitive. Charles Kittel pre´sente ces notions de fac¸on approfondie dans Physique
de l’e´tat solide [226], chap. 4.
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Fig. 2.29 – Spectre ftir d’un e´chantillon de silicium doublement poli fonctionnalise´ avec le silane
tmspm. (a) Angle de Brewster, (b) angle quasi-normal.
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Fig. 2.30 – Spectre ftir d’un e´chantillon de silicium doublement poli fonctionnalise´ avec le pnipam
via une couche d’accroche de silane. (a) Angle de Brewster, (b) angle quasi-normal.
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2.4.3 Modifications du protocole
2.4.3.1 Fonctionnalisation du PDMS
Motivation. L’application biologique vise´e incite a` augmenter la surface d’interaction entre le
pnipam et les mole´cules biologiques. Il est tentant d’essayer de fonctionnaliser les surfaces de pdms,
qui constituent trois des quatre murs des canaux de notre prototype. Il s’agit dans cette section de
de´terminer si notre chimie est facilement transfe´rable au support pdms.
Re´sistance du PDMS aux solvants organiques. Le pdms est ge´ne´ralement peu compatible
avec la majorite´ des solvants organiques, qui le font gonfler [208]. Afin de pre´parer des tests de
fonctionnalisation du pdms, nous effectuons un test e´le´mentaire de re´sistance de notre pdms aux
habituels solvants utilise´s pour la silanisation : le tricholoroe´thyle`ne, l’hexade´cane, le me´thanol et le
tolue`ne. Trois morceaux de pdms se´journent pendant 24 heures dans ces solvants, puis nous compa-
rons leur masse ; les re´sultats sont pre´sente´s dans le Tab. 2.3. On observe que le trichloroe´thyle`ne et
le tolue`ne imbibent comple`tement le pdms et doivent donc eˆtre e´carte´s. Dans ce test, le me´thanol ne
semble pas affecter le pdms. L’hexade´cane entraˆıne une hausse de masse qui n’est pas redhibitoire.
Une observation supple´mentaire, qui n’apparaˆıt pas dans ce tableau, est que les e´chantillons ayant
se´journe´ dans le me´thanol ou l’hexade´cane ont conserve´ une certaine e´lasticite´, contrairement aux
deux autres e´chantillons qui sont devenus cassants. Nous testons donc la fonctionnalisation du pdms
dans le me´thanol et l’hexade´cane.
Tab. 2.3 – Comparaison de l’augmentation de masse d’e´chantillons de pdms ayant se´journe´ pendant
24 heures dans diffe´rents solvants organiques.
solvant trichloroe´thyle`ne hexade´cane me´thanol tolue`ne
masse initiale 451 mg 570 mg 497 mg 507 mg
masse finale 1170 mg 774 mg 503 mg 954 mg
augmentation (%) 159 % 36 % 1, 3 % 88 %
Protocole. Nous pre´parons des e´chantillons de pdms, soumis a` une activation au plasma O2
10, afin
de proce´der a` diffe´rents tests de fonctionnalisation : dans l’hexade´cane11, dans le me´thanol (avec12 et
sans13 catalyse par acide ace´tique) et dans le silane pur. Les te´moins correspondent a` des substrats
subissant le meˆme traitement, mais sans le silane. Une e´tape de greffage de polyacrylamide (5 %
(m/v)) simule l’accrochage d’une couche de pnipam14. Des substrats de verre servent de re´fe´rence
pour la caracte´risation par mesure d’angle de contact de goutte d’eau.
Te´moins. Les re´sultats sont pre´sente´s sur la Fig. 2.31. Les re´sultats obtenus sur lame de verre
indiquent le comportement recherche´ : l’angle de contact de goutte d’eau obtenu apre`s silanisa-
tion sur lame de verre est entre 70˚et 80˚selon le solvant, ce qui est cohe´rent avec nos re´sultats
101000 mL/min O2 a` 200 W avec cage pendant 30 s.
1190 % hexade´cane, 10 % silane. Cette haute concentration en silane, non ne´cessaire ici, est he´rite´e du protocole
de silanisation en capillaires (voir le paragraphe 2.4.1.1).
1290 % me´thanol, 8 % edi, 2 % silane, quelques gouttes d’acide ace´tique.
1390 % me´thanol, 8 % edi, 2 % silane.
14Il arrive souvent que l’on remplace le pnipam par du polyacrylamide, un polyme`re non thermosensible tre`s proche
du pnipam. Voir la section 2.4.1.2
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Fig. 2.31 – Caracte´risation de la fonctionnalisation du pdms (silane et acrylamide) par mesure de
l’angle de contact d’une goutte d’eau. PAAm signifie polyacrylamide.
pre´ce´dents [247]. Cet angle de´croˆıt ensuite entre 20˚et 30˚apre`s greffage du polyacrylamide, bien
connu pour eˆtre hydrophile [248].
Re´sultats. Les re´sultats obtenus sur pdms pour le silane ne sont pas concluants. L’angle de
contact apre`s silanisation reste proche de l’angle de contact mesure´ sur les te´moins, autour de
100˚. Ces valeurs sont a` rapprocher du comportement natif du pdms, qui est hydrophobe. C’est
d’ailleurs e´galement le comportement observe´ sur ces e´chantillons apre`s l’e´tape de polyme´risation de
l’acrylamide, a` l’exception d’un. L’e´chantillon de pdms fonctionnalise´ par le protocole (( me´thanol
+ acide ace´tique )) montre une surface hydrophile (∼ 40˚) apre`s polyme´risation d’acrylamide. Ce
re´sultat encourageant n’a ne´anmoins pas pu eˆtre reproduit lors d’expe´riences comple´mentaires de
ve´rification.
Conclusion. Notre protocole bien e´tabli fonctionne de fac¸on reproductible sur les supports de
fonctionnalisation usuels a` base de silice : capillaires, SiO2, verre, pyrex. Les expe´riences mene´es sur
le pdms visent a` e´tablir si ce protocole est facilement transfe´rable sur support pdms. Les re´sultats
montrent que la fonctionnalisation du pdms se heurte a` de se´rieuses difficulte´s, qui ne´cessitent des
compe´tences pointues en chimie des surfaces ; nous de´cidons donc de ne pas continuer sur cette
voie et de choisir comme me´thode alternative l’utilisation de microbilles de silice, qui augmentent
la surface possible d’interaction.
2.4.3.2 Modification du protocole
Densite´ de greffage. Lors des expe´riences d’accrochage et de´crochage de prote´ines (voir le cha-
pitre suivant), nous observons une de´sorption incomple`te des mole´cules biologiques. Il est possible
que ce proble`me vienne d’une adsorption non spe´cifique des prote´ines sur des zones non recouvertes
de pnipam ; il est donc souhaitable d’augmenter la densite´ de greffage de silane et de pnipam sur
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les substrats. Par ailleurs, Bunker et al. ont e´galement remarque´ que l’adsorption re´versible de
prote´ines est meilleure avec des films de polyme`res sous forme de brosse, ayant une haute densite´
de greffage [249].
Modifications du protocole. La silanisation se de´roule de fac¸on identique, a` la diffe´rence du
silane ; on utilise le (3-mercaptopropyl)trime´thoxysilane (mptms, Fig. 2.32, CAS : 4420-74-0) au lieu
du tmspm. La polyme´risation du nipam, en revanche, est effectue´e selon un tout autre protocole.
On pre´pare une solution contenant a` 25% (m/v) de pnipam en dioxane. L’initiateur utilise´ est
l’azobisisobutyronitrile (aibn, CAS : 78-67-1) a` raison de 20 mg/mL. L’ensemble est chauffe´ a` 80˚C
pendant deux heures pour activer la polyme´risation. Cette chimie modifie´e n’a pas e´te´ caracte´rise´e de







Fig. 2.32 – Mole´cule de (3-mercaptopropyl)trime´thoxysilane
2.4.4 Conclusions
Fonctionnalisation et caracte´risation. J’ai de´taille´ dans cette section nos travaux concernant
la fonctionnalisation chimique de surface, en particulier la chimie de greffage du pnipam via une
couche d’accroche de silane tmspm. Le protocole de silanisation est de´rive´ du protocole cea-2 sur le-
quel j’ai travaille´ pre´ce´demment au Le´ti ; le protocole de polyme´risation est adapte´ de la litte´rature.
La caracte´risation par mesure d’angle de contact de goutte d’eau sert de mesure de routine ; elle
permet d’identifier un comportement cohe´rent avec la pre´sence de pnipam sur les substrats ana-
lyse´s. De plus, deux techniques diffe´rentes de spectroscopie valident la pre´sence de couches de silane
et de pnipam sur nos e´chantillons. Ces expe´riences confirment donc que notre chimie de greffage
fonctionne et est reproductible ; les re´sultats obtenus peuvent par ailleurs eˆtre re´utilise´s comme
re´fe´rence pour l’analyse infrarouge du tmspm et du pnipam. En revanche, le protocole de fonction-
nalisation ne peut pas eˆtre facilement au support pdms ; la fonctionnalisation du pdms est un sujet
de recherche a` part entie`re et nous pre´fe´rons nous tourner vers l’utilisation de microbilles en silice
afin d’augmenter la surface spe´cifique. Enfin, un protocole modifie´ a e´te´ teste´ afin d’augmenter la
densite´ de greffage de pnipam et ainsi ame´liorer la re´versibilite´ de l’adsorption. Pour des raisons
de temps, nous ne pouvons pas caracte´riser cette chimie modifie´e de fac¸on aussi approfondie que
le protocole initial ; les re´sultats obtenus en accrochage – de´crochage avec ce protocole adapte´ sont
pre´sente´s au chapitre suivant.
2.5 Conclusion
De´marche et conception ge´ne´rale. Dans ce chapitre, j’ai pre´sente´ de fac¸on approfondie le
de´veloppement des briques fonctionnelles du dispositif. Nous avons tout d’abord mene´ une re´flexion
sur les fonctionnalite´s souhaite´es afin de de´terminer les objectifs. Nous avons ensuite proce´de´ au
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choix des mate´riaux en comparant leurs caracte´ristiques et en nous aidant de la litte´rature ; nous
avons finalement opte´ pour un canal re´alise´ en pdms moule´ a` partir de motifs en SU-8. Par ailleurs,
j’ai de´taille´ les proce´de´s d’assemblage teste´s et valide´s au cours de nos travaux, en de´crivant no-
tamment la ge´ome´trie du canal et les moyens choisis pour augmenter la surface spe´cifique : des
microbilles pie´ge´es par un e´tranglement du canal en pdms.
Dispositifs chauffants. J’ai ensuite pre´sente´ les de´veloppements technologiques visant a` activer
la transition du pnipam. Apre`s des re´flexions pre´liminaires, nous avons oriente´ notre choix vers une
technologie simplifie´e utilisant une ge´ome´trie sous forme de ligne re´sistive chauffante. Nous avons
re´alise´ un mode`le utilisant la me´thode des e´le´ments finis pour simuler le chauffage par effet Joule et le
transfert de chaleur dans l’assemblage verre – canal – pdms. Les re´sultats de simulation ont montre´
un chauffage homoge`ne dans le canal et une constante de temps acceptable au regard des dynamiques
mises en jeu. Nous avons proce´de´ a` la re´alisation technologique de ces lignes chauffantes par un
proce´de´ standard de lift-off et caracte´rise´ e´lectriquement et thermiquement ce dispositif. Meˆme
non optimise´, il permet de chauffer de fac¸on homoge`ne le canal (45˚C pour 8 W). Des e´le´ments
chauffants adressables, de´veloppe´s en collaboration avec d’autres chercheurs du groupe, permettent
un controˆle de la tempe´rature a` plus petite e´chelle ; ils ont e´te´ caracte´rise´s afin d’envisager une
application au me´lange microfluidique. Enfin, j’ai propose´ un ensemble de pistes a` suivre pour
optimiser et ame´liorer le dispositif.
Fonctionnalisation chimique. J’ai de´taille´ le protocole de fonctionnalisation chimique visant
a` greffer le pnipam sur des surfaces a` base de silice ou silicium. La caracte´risation par angle de
contact et spectrocopie infrarouge confirme la pre´sence de ces couches et permet de conclure que
la chimie est efficace et reproductible. La transposition du protocole de greffage sur substrat pdms
n’a pas abouti et demande des travaux plus pousse´s. Une modification du protocole a e´te´ effectue´e
pour obtenir des couches plus denses et ainsi ame´liorer les performances de de´sorption.
Application et inte´gration. J’ai pre´sente´ dans ce chapitre le de´veloppement de la technologie
pnipam et la caracte´risation individuelle de chaque e´le´ment de base. Dans le chapitre suivant, je
me concentre sur les applications de cette technologie dans le domaine des laboratoires sur puce.
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Chapitre 3
Controˆle e´lectrocine´tique et accrochage
de prote´ines
“If I’d asked my customers what they wanted, they
would have told me ‘A faster horse’.”
Henry Ford, (attribue´)
3.1 Introduction
Motivations. L’objectif ge´ne´ral des travaux pre´sente´s dans cette the`se est de mettre en place
les premie`res bases d’une nouvelle filie`re technologique des laboratoires sur puce, base´e sur les
proprie´te´s originales du pnipam. Au chapitre 1, j’ai tout d’abord pre´sente´ le contexte des syste`mes
miniaturise´s d’analyse, afin d’identifier les enjeux actuels. Au chapitre 2, j’ai de´taille´ les travaux de
de´veloppement de la technologie pnipam ; son inte´gration dans les laboratoires sur puce ne semble
pas poser de proble`mes majeurs. Dans ce chapitre, je pre´sente deux applications particulie`res de la
technologie pnipam dans le domaine des laboratoires sur puce. La premie`re consiste a` tirer avantage
du changement de conformation du pnipam pour modifier a` volonte´ les phe´nome`nes e´lectriques a`
l’interface liquide – solide dans les canaux ; il s’agit d’e´tudier les possibilite´s de controˆle du flux
e´lectrocine´tique par le pnipam, avec pour objectif final le de´veloppement de me´langeurs. La seconde
application repose sur la transition entre les e´tats hydrophobe et hydrophile du pnipam : il s’agit
de de´terminer si des couches de pnipam peuvent eˆtre utilise´es comme pie`ge a` objets biologiques ;
un dispositif d’accrochage et de´crochage controˆle´ de prote´ines serait par exemple tre`s utile dans le
cadre de la pre´paration d’e´chantillons pour la prote´omique.
3.2 Controˆle e´lectrocine´tique
3.2.1 Contexte et principe
3.2.1.1 Me´langeurs e´lectrocine´tiques
Microme´lange. La fluidique a` bas nombre de Reynolds, caracte´ristique des laboratoires sur
puce, engendre nativement des flux laminaires et stables [250]. Par conse´quent, le me´lange de li-
quides, reposant uniquement sur la diffusion, est beaucoup plus long qu’aux e´chelles macrome´triques
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(Fig. 3.1). Le de´veloppement de me´langeurs plus performants fait donc l’objet de recherches inten-
sives [251, 252, 253, 49]. On distingue ge´ne´ralement deux types de microme´langeurs ; les me´langeurs
passifs ne requie`rent pas de source d’e´nergie externe [254] ; c’est par exemple le cas de ceux base´s sur
la ge´ome´trie des canaux ou sur des microstructures [255, 256]. Les me´langeurs actifs, par exemple
e´lectrocine´tiques, sont actionne´s par une source d’e´nergie externe.
Fig. 3.1 – Sche´ma illustrant la lenteur du me´lange reposant sur la seule diffusion de deux liquides.
Me´lange e´lectrocine´tique L’application d’un champ e´lectrique sur un liquide e´lectrolytique,
aux abords d’une surface charge´e, entraˆıne le mouvement d’ensemble du liquide. Si la surface est
charge´e de fac¸on he´te´roge`ne, ce phe´nome`ne d’(( e´lectro-osmose )) est accompagne´ de recirculations
de liquide pouvant cre´er des rouleaux convectifs [257] ; les me´langeurs e´lectrocine´tiques reposent
sur ce principe. Stroock et al. ont ve´rifie´ expe´rimentalement l’influence de motifs de charges de
surface sur le flux e´lectro-osmotique [258] : on observe effectivement des flux de recirculation sous
l’action d’un champ e´lectrique stationnaire [259]. Notre de´marche consiste a` utiliser le pnipam pour
controˆler dynamiquement le flux a` l’interface solide – liquide, au voisinage de la (( double couche
e´lectrique )). L’objectif a` terme est le de´veloppement de me´langeurs reposant sur le dessin dynamique
de motifs de charge de surface, graˆce au controˆle local de l’e´tat du polyme`re. Je de´taille ci-apre`s les
notions de double couche e´lectrique et d’e´lectro-osmose (Fig. 3.2).
3.2.1.2 Double couche e´lectrique
De´finition. La double couche e´lectrique est un mode`le de´crivant la variation du potentiel e´lectri-
que dans un e´lectrolyte aux abords d’une surface. Ainsi, lorsqu’un liquide non acide est au contact
d’une surface de silice, celle-ci se charge a` cause de la dissociation des mole´cules de surface. Une
surface de silice contenant des groupements silanol SiOH laisse place a` des espe`ces SiO− et libe`re
des protons H+. Les ions positifs pre´sents dans la solution sont attire´s vers la surface charge´e
ne´gativement et forment une premie`re couche en regard de la surface. Cette couche dense (≤ 1 nm)
de contre-ions, appele´e couche de Stern, e´crante les charges ne´gatives de surface. Une seconde
couche, plus diffuse (∼ 10 nm), se forme ensuite : la couche de Gouy-Chapman. Les ions pre´sents
dans cette seconde couche sont libres de diffuser dans le liquide (Fig. 3.3). Au-dela` de la couche
diffuse, le liquide est neutre [260].
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Fig. 3.2 – Principe d’un me´langeur e´lectrocine´tique a` technologie pnipam. L’activation de motifs de
surface de charges de´finis par la conformation du pnipam doit permettre de cre´er des recirculations
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Fig. 3.3 – Sche´ma illustrant un mode`le de la double couche e´lectrique. La couche de Stern (1) est
dense et localise´e pre`s de la surface. La couche de Gouy-Chapman (2) est plus diffuse. Les deux
couches ont une e´paisseur comprise entre 1 et 10 nm [261].
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Historique. Plusieurs the´ories ont e´te´ de´veloppe´es concernant la re´partition des charges e´lectri-
ques au voisinage des surfaces. En 1879, Helmholtz ne conside`re dans la solution qu’une distribu-
tion de charge oppose´e [262]. Gouy et Chapman approfondissent cette the´orie en introduisant le
principe de couche diffuse lie´e a` l’agitation thermique ; ils proposent un mode`le ou` le potentiel de´croˆıt
exponentiellement a` cause des contre-ions [263, 264]. Puis, Stern propose un mode`le dans lequel
la couche diffuse commence a` une distance finie de la paroi [265]. D’autres the´ories plus complexes
ont e´te´ de´veloppe´es (triple couche e´lectrique, par exemple), ayant pour but une compre´hension plus
intime des phe´nome`nes qui entrent en jeu [266].
Potentiel ζ. Le potentiel ζ (zeˆta) est la diffe´rence de potentiel entre la couche dense de Stern et
le liquide. Il caracte´rise la re´partition des charges e´lectriques sur la surface. C’est un parame`tre clef
dans les laboratoires sur puce, en particulier ceux utilisant des effets e´lectrocine´tiques. Kirby et al.
ont re´cemment publie´ une e´tude comple`te sur le potentiel ζ dans les microsyste`mes fluidiques, avec
une attention particulie`re pour les puces de se´paration [267, 268].
3.2.1.3 E´lectro-osmose
De´finition. L’e´lectro-osmose est le mouvement d’ensemble d’un fluide provoque´ par l’applica-
tion d’un champ e´lectrique tangentiel dans la couche diffuse de la double couche e´lectrique. Le
mouvement des ions de la couche diffuse entraˆıne d’un bloc le liquide tel une gaine (Fig. 3.4) [269].
– – – – – ––––––– –
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Fig. 3.4 – Illustration sche´matique d’un flux e´lectro-osmotique dans un canal. κ−1 repre´sente
l’e´paisseur de la double couche e´lectrique, vEO la vitesse e´lectro-osmotique et I.D. le diame`tre
interne du capillaire.
Grandeurs caracte´ristiques. La vitesse e´lectro-osmotique vEO est proportionnelle a` l’intensite´
i et au potentiel e´lectrocine´tique ζ de la paroi ; elle est inversement proportionnelle a` la conductivite´
σ et a` la viscosite´ η de la solution (Eq. 3.1). La mobilite´ e´lectro-osmotique µEO de l’e´lectrolyte dans
le canal est donne´e par la relation Eq. 3.2 ou` E est le champ e´lectrique applique´ (V.cm−1), L la
longueur du canal (cm) et t le temps que met le liquide pour parcourir la distance L. L’e´lectro-osmose
est un moyen d’actionnement tre`s re´pandu en analyse, ce qui explique les recherches pousse´es visant
a` sa caracte´risation [270] et explorant ses applications [271]. Plusieurs groupes travaillent e´galement
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Parame`tres. Le pH de la solution est un parame`tre important de l’e´lectro-osmose ; en modifiant
les constantes de dissociation des groupements chimiques, il fixe leur degre´ d’ionisation et donc le
potentiel ζ [274]. Le pH est en ge´ne´ral fixe´ par le manipulateur, mais des variations non de´sire´es
peuvent avoir lieu par des phe´nome`nes d’e´lectrolyse [275]. D’autre part, la re´partition des contre-
ions dans la double couche e´lectrique est fonction de la force ionique de la solution, donc de la
concentration des diffe´rentes espe`ces [276]. Enfin, certains tampons contiennent des couples acide
– base dont le pKa est sensible a` la tempe´rature, modifiant ainsi le pH. La tempe´rature influe
e´galement sur la viscosite´ dynamique de l’eau, qui varie de 1, 79 cP a` 0, 28 cP entre 0 et 100˚C,
provoquant ainsi une augmentation de la mobilite´ e´lectro-osmotique.
Masquage des charges de surface par un polyme`re. Pour re´duire de fac¸on significative
l’e´lectro-osmose, il est courant d’utiliser un reveˆtement polyme`re greffe´ sur la surface des ca-
naux. Les polyme`res a` base d’acrylamide sont utilise´s en e´lectrophore`se capillaire pour supprimer
le flux e´lectro-osmotique, parfois geˆnant [277]. La capacite´ de bascule conformationnelle du pni-
pam est particulie`rement inte´ressante dans cette situation : elle permet d’envisager de controˆler les
phe´nome`nes e´lectrocine´tiques a` l’interface solide – liquide. Le phe´nome`ne d’e´lectro-osmose est base´
sur la re´partition des charges de surface ; une alte´ration de la re´partition des charges e´lectriques de
surface modifie localement la viscosite´ du liquide sur la paroi. La Fig. 3.5 montre les deux e´tats
gonfle´ et replie´ du polyme`re selon la tempe´rature. Dans l’e´tat gonfle´, le pnipam empeˆche le glis-
sement du liquide ; en revanche, dans l’e´tat replie´, la force e´lectrique ge´ne´re´e par le potentiel de
polarisation s’applique sur les charges de la double couche e´lectrique, entraˆınant un glissement du
liquide sur la surface.
1 - 3 nm κ-1
10 - 50 nm
κ-1
Fig. 3.5 – Masquage de la double couche e´lectrique par le poly(nipam) selon sa conformation,
de´pendante de la tempe´rature. κ−1 est l’e´paisseur de la double couche e´lectrique.
3.2.2 Mesure et modification du flux e´lectro-osmotique
3.2.2.1 Me´thode de l’observation du courant
Principe de la mesure. Huang et al. proposent en 1988 une me´thode de mesure du flux
e´lectro-osmotique par observation du courant (current monitoring) [278]. Le capillaire dans lequel
on souhaite mesurer la vitesse e´lectro-osmotique est rempli d’un tampon de concentration C1 ;
ses deux extre´mite´s sont plonge´es dans des re´servoirs (Fig. 3.6) contenant le meˆme tampon, l’un
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de concentration C1, l’autre de concentration le´ge`rement diffe´rente, par exemple C2 = 0, 9 × C1.
L’application d’un champ e´lectrique entre les re´servoirs provoque le de´placement e´lectro-osmotique
du tampon C1 dans le capillaire et son remplacement progressif par le tampon C2. Ce changement
de concentration provoque une modification des espe`ces ioniques dans le capillaire qui se traduit
par une diminution progressive du courant e´lectrique. Lorsque tout le contenu du capillaire a e´te´
remplace´, le courant atteint un palier. La Fig. 3.7 montre une courbe type obtenue sur l’un de
nos capillaires. Le flux e´lectro-osmotique de´pend de l’e´tat des charges pre´sentes sur la surface et
de leur e´ventuel masquage par des couches chimiques ; le temps ne´cessaire au remplacement du
contenu du capillaire donne donc une information directe sur la mobilite´ e´lectro-osmotique (Eq.
3.2). Cette me´thode simple est re´gulie`rement utilise´e pour caracte´riser le flux e´lectro-osmotique









Fig. 3.6 – Diagramme sche´matique de la mesure de courant pour de´terminer la vitesse e´lectro-
osmotique. 1 et 2 repre´sentent les re´servoirs d’e´lectrolyte, relie´s par le capillaire C [278].
Parame`tres. Outre les parame`tres de l’e´lectro-osmose, cette expe´rience est sensible a` la diffe´rence
de concentration entre les deux tampons C1 et C2. La diffe´rence minimale est de 5 % selon Huang
et al. ; une diffe´rence de concentration trop faible nive`le les diffe´rences de re´sistivite´ du capillaire
et rend la mesure difficile. Pour cette raison, il est tentant d’utiliser une diffe´rence importante (par
exemple une diffe´rence de 50 %) pour faciliter la mesure. Cependant, une diffe´rence importante de
concentration est couple´e a` une diffe´rence de force ionique qui modifie la re´partition des contre-ions
dans la double couche e´lectrique, modifiant ainsi l’expe´rience.
Montage expe´rimental. Le montage expe´rimental1 permet de mesurer le courant circulant dans
le circuit (Fig. 3.8). Deux tubes eppendorf servant de re´servoirs sont remplis avec des concentrations
diffe´rentes (typiquement 0, 5× et 0, 45×)2 d’un meˆme tampon de pH basique (tbe), et place´s
dans une e´tuve (Memmert UNE 200), permettant de faire varier la tempe´rature environnante. Le
capillaire a` e´tudier est rempli avec le tampon 0, 5× et ses extre´mite´s sont plonge´es dans les re´servoirs.
1L’expe´rience de mesure de la vitesse e´lectro-osmotique a e´te´ mise en place dans le cadre des travaux de doctorat
de Patrick Abgrall.
2tbe 1× : 0, 45 M Tris Borate, 0, 01 M edta. On peut noter que le tbe contient du Tris, dont le pKa change
avec la tempe´rature. Par ailleurs, nous avons utilise´ des tampons de 1× et 0, 5× quand la mesure e´tait difficile.
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Fig. 3.7 – Courbe typique de mesure d’e´lectro-osmose (6 courbes superpose´es). Courbes obtenues
dans un capillaire nu. Champ positif de 400 V/cm, tampons de tbe de 1× et 0, 5×.
Une alimentation haute-tension LabSmith HVS448 3000 V, relie´e a` deux e´lectrodes, sert a` appliquer
le champ e´lectrique ; elle est pilote´e par une carte d’instrumentation National Instruments, e´galement
charge´e de mesurer l’intensite´ du courant dans le circuit. L’ensemble est connecte´ a` un ordinateur































carte d’acquisition et PC
haute-tension
alimentation
Fig. 3.8 – Expe´rience de mesure du flux e´lectro-osmotique.
3.2.2.2 Modification du flux e´lectro-osmotique
Modification des charges de surface par le silane. La pre´sence de silane seul sur les parois
du canal masque en partie les charges de surface de la meˆme fac¸on qu’un polyme`re ; l’e´lectro-osmose
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reste cependant non ne´gligeable. A` tempe´rature ambiante (∼ 25˚C), la mobilite´ e´lectro-osmotique
dans les capillaires non silanise´s3 est d’environ 4, 3.10−4 cm2/V.s. Pour un capillaire silanise´, elle
est de 2, 06.10−4 cm2/V.s, soit moitie´ moindre.
3.2.3 Controˆle du flux e´lectro-osmotique par le PNIPAM
3.2.3.1 Expe´rience pre´liminaire
Polyacrylamide. En e´lectrophore`se capillaire, l’acrylamide est re´gulie`rement utilise´ pour suppri-
mer le phe´nome`ne inde´sirable d’e´lectro-osmose. Nous caracte´risons des capillaires reveˆtus d’acryla-
mide afin d’obtenir un mode`le auquel comparer le comportement du pnipam sous la lcst. L’e´lectro-
osmose est conside´rablement re´duite par la pre´sence d’acrylamide, mais n’est pas comple`tement sup-
prime´e (Fig. 3.9) : µEO = 0, 25.10
−4 cm2/V.s dans le capillaire avec acrylamide, soit une re´duction
de 94 % environ par rapport a` la mobilite´ dans le capillaire nu : µEO = 3, 85.10
−4 cm2/V.s.




























Fig. 3.9 – Comparaison du flux e´lectro-osmotique dans un capillaire nu (te´moin, courbe bleue, a`
gauche et dilate´e en insert) et un capillaire avec un reveˆtement d’acrylamide (courbe principale, en
orange). Champ positif de 400 V/cm, tampons tbe 1× et 0, 5×.
3.2.3.2 Influence du PNIPAM sur la mobilite´ e´lectro-osmotique
PNIPAM a` tempe´rature ambiante. A` tempe´rature ambiante, sous la lcst, le polyme`re est
dans l’e´tat hydrophile et gonfle´, e´quivalent a` un reveˆtement d’acrylamide. Comme pre´vu, le flux
e´lectro-osmotique mesure´ est extreˆmement faible, a` tel point qu’il est difficile d’extraire de la courbe
3Cette valeur et les suivantes ont e´te´ obtenues dans les meˆmes conditions : champ positif de 400 V/cm, tampons
tbe 1× et 0, 5×.
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la mobilite´ e´lectro-osmotique (Fig. 3.10) ; on estime celle-ci a` environ 0, 03.10−4 cm2/V.s4. Il y a
environ deux ordres de grandeur entre cette valeur et celle de la mobilite´ dans le capillaire silanise´
(2, 33.10−4 cm2/V.s).




















Fig. 3.10 – Comparaison du flux e´lectro-osmotique dans un capillaire silanise´ (te´moin, courbe
bleue a` gauche et dilate´e en insert) et un capillaire avec pnipam (courbe principale, en orange), a`
tempe´rature ambiante infe´rieure a` la lcst du polyme`re. Champ positif de 400 V/cm, tampons tbe
1× et 0, 5×.
Fonctionnement par cycles. Les premie`res expe´riences d’e´tude en tempe´rature (Fig. 3.11) font
apparaˆıtre un changement d’e´tat du polyme`re a` partir de 32˚C. On observe une augmentation si-
gnificative de la mobilite´ e´lectro-osmotique au-dessus de cette tempe´rature critique. Cependant,
les nuages de points obtenus sont impre´cis. Ces proble`mes de reproductibilite´ sont en majeure
partie attribuables a` la ne´cessite´ de remplacer le tampon pre´sent dans le capillaire entre chaque
expe´rience : cette (( remise a` ze´ro )) ne´cessite l’ouverture de l’enceinte thermostate´e et par conse´quent
la stabilisation de la tempe´rature. Pendant le retour a` tempe´rature du syste`me, des phe´nome`nes hy-
drodynamiques provoquent le de´placement du liquide dans le capillaire, faussant ainsi les re´sultats.
Afin de contourner ce proble`me, nous avons proce´de´ par cycles : une fois le capillaire mis en place et
l’e´tuve ferme´e, on proce`de a` l’expe´rience en appliquant le champ de´sire´ ; on recommence ensuite la
meˆme expe´rience avec un champ e´lectrique oppose´ : le remplacement du liquide a lieu dans l’autre
sens. En enchaˆınant ainsi plusieurs cycles, on obtient des donne´es plus fiables et des re´sultats re-
productibles (3.12). L’inconve´nient de cette technique est l’e´ventuel me´lange des solutions stagnant
pre`s des extre´mite´s du capillaire.
PNIPAM selon la tempe´rature. La majorite´ des expe´riences pre´ce´dentes a e´te´ re´alise´e avec
des tampons de 1× et 0, 5×, car le manque de reproductibilite´ empeˆchait d’obtenir des courbes
4Cette valeur est a` conside´rer comme une limite supe´rieure de la valeur re´elle de la mobilite´, car le palier final
n’est pas atteint.
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Fig. 3.11 – E´volution de la mobilite´ e´lectro-osmotique µEO avec la tempe´rature T dans un capillaire
avec pnipam (en bleu). 54 expe´riences, champ positif de 400 V/cm, tampons tbe 1× et 0, 5×.















Fig. 3.12 – E´volution du courant e´lectrique au cours de plusieurs cycles dans un capillaire silanise´.
Champ positif et ne´gatif de ±400 V/cm, tampons tbe 1× et 0, 5×.
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correctes : en augmentant la diffe´rence de concentration entre les tampons, on re´duit l’influence du
bruit sur le signal obtenu. Une approche plus rigoureuse, limitant le changement de force ionique,
est d’utiliser une diffe´rence de concentration de 10 % seulement. La Fig. 3.13 pre´sente l’e´volution
de la mobilite´ e´lectro-osmotique selon la tempe´rature, dans un capillaire avec reveˆtement de pni-
pam, mesure´e avec des solutions de 0, 5× et 0, 45×. Les re´sultats sont semblables a` ceux obtenus
pre´ce´demment avec des tampons de 1× et 0, 5×. La transition a lieu entre 30˚C et 35˚C et un
re´el palier est atteint vers 40˚C, avec une valeur comprise entre 2.10−4 et 2, 5.10−4 cm2/V.s. Cette
valeur est environ d’un ordre de grandeur supe´rieure a` celle releve´e a` 25˚C (0, 13.10−4 cm2/V.s).


















Fig. 3.13 – E´volution de la mobilite´ e´lectro-osmotique dans un capillaire avec reveˆtement de
poly(nipam). 146 expe´riences, champ positif de 400 V/cm, tampons tbe 0, 5× et 0, 45×.
3.2.4 Conclusions
Controˆle e´lectrocine´tique. Nous avons mis en e´vidence l’influence du pnipam sur le flux
e´lectro-osmotique par son action sur la double couche e´lectrique. Sous la tempe´rature infe´rieure
critique de solution (lcst, ∼ 32˚C), le polyme`re est gonfle´ : a` la manie`re du polyacrylamide, il
masque les charges de surface et augmente la viscosite´, diminuant ainsi conside´rablement le flux
e´lectro-osmotique. Au-dela` de la lcst, le polyme`re se recroqueville et rend possible le phe´nome`ne
d’e´lectro-osmose. La mobilite´ e´lectro-osmotique augmente d’un ordre de grandeur (de 0, 13.10−4 a`
2, 05.10−4 cm2/V.s environ) entre 25˚C et 40˚C. Ces re´sultats permettent d’envisager le de´velop-
pement de me´langeurs e´lectrocine´tiques, base´s sur des motifs de charges de surface, dessine´s par
du pnipam actionne´ localement ; cette taˆche a e´te´ confie´e a` Emmanuel Colle´ dans le cadre d’un
contrat post-doctoral. Je me suis pour ma part inte´resse´ a` une autre application de la technolo-
gie pnipam pour les laboratoires sur puce : l’accrochage et le de´crochage controˆle´ de mole´cules
biologiques.
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3.3 Accrochage et de´crochage controˆle´ de prote´ines
3.3.1 Contexte et expe´riences pre´liminaires
3.3.1.1 Rappel du contexte et des objectifs
Pre´paration d’e´chantillons. J’ai rappele´ au chapitre 1 les enjeux de la pre´paration d’e´chantillons
pour les laboratoires sur puces [37]. La transition re´versible hydrophile – hydrophobe du pnipam
le rend particulie`rement inte´ressant pour des applications d’accrochage et de´crochage controˆle´ de
mole´cules biologiques, telles que des cellules. Huber et al. rapportent en 2003 des re´sultats notables
dans le domaine particulier de l’accrochage de prote´ines (Fig. 3.14) : ils observent le de´crochage
de prote´ines fluorescentes adsorbe´es sur du pnipam ; cette expe´rience a lieu sur un substrat plan,
sur lequel sont inte´gre´es des e´lectrodes chauffantes en or [184]. Notre objectif est de de´terminer
dans quelle mesure ce type de manipulation peut eˆtre inte´gre´ dans un laboratoire sur puce, dans la
vision plus ge´ne´rale de la pre´paration d’e´chantillons. Nous utilisons comme support des microbilles
dont la surface est fonctionnalise´e avec du pnipam [75] ; nous e´tudions les billes dans deux types
de canaux : tout d’abord, dans des capillaires en silice fondue, qui sont des supports mode`les de
caracte´risation microfluidique, puis dans les puces en pdms pre´sente´es au chapitre 2. Une partie
des travaux pre´sente´s dans cette section a e´te´ re´alise´e avec Deka Moussa Ragueh dans le cadre
de son stage de fin d’e´tude.
Fig. 3.14 – Sche´ma d’interaction entre le pnipam et des mole´cules biologiques telles que des
prote´ines. Pour T > LCST , le pnipam est replie´ et hydrophobe (en vert) : les prote´ines s’y ad-
sorbent (en orange). A` T < LCST , le pnipam se de´plie (en mauve), devient hydrophile et libe`re
les prote´ines qu’il a pie´ge´es.
3.3.1.2 Me´thode de caracte´risation
Microscopie a` fluorescence. De nombreuses mole´cules biologiques peuvent eˆtre conjugue´es avec
un fluorophore, une mole´cule capable d’absorber de l’e´nergie lumineuse a` une certaine longueur
d’onde et de la restituer rapidement (< 10 ns) sous forme de lumie`re fluorescente, a` une longueur
d’onde plus grande. Cette conjugaison, dans notre cas prote´ine – fluorophore, permet de visualiser
la pre´sence et les dynamiques des prote´ines par fluorescence. Le de´placement de Stokes du spectre
d’e´mission vers des longueurs d’onde plus e´leve´es permet d’utiliser la fluorescence comme moyen
de de´tection ; un miroir dichro¨ıque se´pare l’excitation lumineuse et le signal spe´cifique e´mis par le
fluorophore. Notre groupe est e´quipe´ d’un microscope optique a` e´pifluorescence Olympus BX 51,
pourvu de plusieurs jeux de filtres correspondant aux fluorophores les plus utilise´s. Une lampe a`
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vapeur de mercure produit le faisceau lumineux. Chaque jeu de filtres contient un filtre d’excita-
tion, un miroir dichro¨ıque et un filtre d’e´mission. Les images sont transmises a` une came´ra haute
sensibilite´ Andor. Il est e´galement possible d’observer des e´chantillons de fac¸on classique en lumie`re
blanche. Le montage complet est montre´ sur la Fig. 3.15.
Fig. 3.15 – Vue du montage complet de caracte´risation par microscopie a` fluorescence, incluant :
(a` gauche) le ge´ne´rateur de la lampe a` vapeur de mercure, (en haut) la came´ra haute sensibilite´,
(au centre) le microscope a` fluorescence, sur la platine duquel est fixe´ le montage Peltier.
Re´gulation de la tempe´rature. Les premie`res e´tapes de validation sont re´alise´es en capillaire
de verre et sur dispositif pdms simple ; l’objectif est de dissocier les e´ventuels proble`mes thermiques,
lie´s a` un chauffage localise´, des caracte´ristiques d’adsorption – de´sorption intrinse`ques au pnipam.
Nous utilisons deux types de sources thermiques : l’un est un e´le´ment Peltier, capable de chauffer
et refroidir dans la gamme 5 − 100˚C ; adapte´ pour les puces, il l’est moins pour les capillaires,
en raison de la surface limite´e d’e´change de chaleur ; les transitions thermiques sont par ailleurs
assez lentes. La seconde source thermique utilise´e est un souffleur d’air chaud, qui permet de passer
tre`s rapidement de la tempe´rature ambiante a` plusieurs centaines de degre´s ; il ne dispose pas de
syste`me de refroidissement. Quelle que soit la source thermique, le dispositif (capillaire ou puce)
est ge´ne´ralement chauffe´ autour de 50˚C, un bon compromis entre la tempe´rature de transition du
pnipam (∼ 32˚C) et une tempe´rature mode´re´e visant a` e´viter la de´naturation des prote´ines.
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Mole´cules et re´actifs. Trois espe`ces sont ne´cessaires aux expe´riences : des mole´cules biologiques
capables de s’adsorber sur le pnipam, un fluorophore permettant la visualisation et des microbilles
pouvant eˆtre fonctionnalise´es avec du pnipam. L’albumine de se´rum est la plus abondante des
prote´ines sanguines chez les humains et les autres mammife`res ; l’albumine de se´rum bovin (bovine
serum albumine, bsa, CAS : 9048-46-8), en particulier, est souvent utilise´e comme prote´ine mode`le
en biologie. Stable, de taille moyenne (∼ 66 kDa), elle est produite a` grande e´chelle, donc a` bas couˆt,
par purification de sang bovin de´rive´ de l’industrie animale. Nous avons donc choisi de travailler
principalement avec des solutions de conjugue´s albumine – fluoresce´ine, disponible commerciale-
ment aupre`s de Sigma Aldrich (A 9771). La fluoresce´ine (CAS : 2321-07-5) est un fluorophore tre`s
re´pandu, excite´ autour de 495 nm et e´mettant vers 521 nm ; son de´rive´ isothiocyanate (fluores-
cein isothiocyanate, fitc, CAS : 27072-45-3), particulie`rement re´actif avec les groupes amine des
prote´ines, est utilise´ pour re´aliser des conjugaisons de mole´cules biologiques. Les microbilles uti-
lise´es sont des billes de silice de 5µm de diame`tre, obtenues aupre`s de Restek. Les expe´riences
sont ge´ne´ralement re´alise´es avec une concentration finale de 50 mg/mL en billes et en albumine –
fluoresce´ine. Nous avons teste´ des variations de ce rapport selon les besoins de la visualisation, tout
en restant dans les meˆmes ordres de grandeur. Les prote´ines et les billes sont en solution de tampon
phosphate dilue´.
Traitement des donne´es. Les dynamiques d’adsorption et de´sorption sont enregistre´es par la
came´ra sous forme de vide´os ; les images sont ensuite ajuste´es et analyse´es avec l’outil ImageJ. Les
ope´rations les plus courantes sont la correction de la luminosite´, du contraste et de l’alignement
des images ; la fonction de suivi des particules permet de mesurer l’intensite´ lumineuse sur un jeu
de billes. Le bruit de fond de fluorescence est soustrait a` l’intensite´ lumineuse de chaque bille ;
celle-ci est ensuite normalise´e par rapport a` l’intensite´ lumineuse de tout le canal a` chaque instant,
afin de s’afranchir, par exemple, de l’effet d’e´puisement de fluorescence (photobleaching). Enfin,
l’e´volution de la fluorescence au cours du temps est normalise´e par rapport au maximum d’intensite´
de l’expe´rience, afin de faciliter la comparaison des diffe´rents cas.
Manipulation. Le dispositif expe´rimental rend difficile la connexion des capillaires avec un sys-
te`me fluidique a` plusieurs circuits. Les expe´riences en capillaires sont donc re´alise´es en fluidique
statique : une solution mixte de prote´ines fluorescentes et de microbilles fonctionnalise´es avec du
pnipam est introduite dans le capillaire. Celui-ci est immobilise´ sur le support du microscope et
aligne´ sous l’objectif (Fig. 3.16). Nous proce´dons de fac¸on identique pour les puces en pdms sur
verre, a` cause de l’encombrement ste´rique de l’objectif du microscope (Fig. 3.17). Dans les deux
cas, la visualisation du canal en lumie`re blanche permet de ve´rifier la pre´sence des billes (Fig. 3.19
& Fig. 3.20). La fluorescence diffuse de la solution dans le canal assure la pre´sence des prote´ines
fluorescentes.
3.3.1.3 Comportement des billes dans les microcanaux
Capillaires. L’utilisation de capillaires en microfluidique est principalement he´rite´e des tech-
niques d’analyse telle que l’e´lectrophore`se. Lors du de´veloppement de syste`mes microfluidiques
d’analyse, le capillaire reste souvent le support te´moin auquel on compare le dispositif miniatu-
rise´ [107]. Les capillaires sont des canaux simples, re´guliers, sans connectique complexe et facilement
fonctionnalisables. Nous utilisons des capillaires en silice fondue, de 75µm de diame`tre interne. La
gaine protectrice est oˆte´e par endroits afin d’obtenir des feneˆtres de visualisation ; nous limitons le
nombre de feneˆtres, car elles fragilisent le capillaire. La Fig. 3.18 montre un exemple du principal
proble`me de l’utilisation de billes dans les capillaires : leur tendance a` s’adsorber sur la surface
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Fig. 3.16 – Vue d’un capillaire pendant une expe´rience, place´ sur un dispositif Peltier et sous
l’objectif du microscope a` fluorescence.
Fig. 3.17 – Vue d’une puce pdms pendant une expe´rience, place´e sur un dispositif Peltier et sous
l’objectif du microscope a` fluorescence. L’objectif est ici releve´ pour faciliter la visualisation de la
puce ; lors des expe´riences, il est beaucoup plus proche.
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interne du canal. Ce comportement geˆne la visualisation et diminue l’accessibilite´ de la surface des
billes. Une fac¸on simple de reme´dier a` ce proble`me est de fonctionnaliser la paroi interne du ca-
pillaire avec un reveˆtement hydrophile. Comme le capillaire est en silice, nos protocoles classiques
de silanisation fonctionnent bien ; nous greffons donc une couche de polyacrylamide sur la paroi in-
terne. Ce reveˆtement inverse la tendance des billes a` l’adsorption ; celles-ci restent majoritairement
au centre du canal (Fig. 3.19).
Fig. 3.18 – Accumulation de microbilles sur la paroi d’un capillaire non fonctionnalise´.
Fig. 3.19 – Microbilles dans un capillaire dont la paroi interne est fonctionnalise´e avec du polyacry-
lamide empeˆchant leur adsorption.
Puces PDMS. L’objectif principal de nos travaux est l’inte´gration de la technologie pnipam
dans les laboratoires sur puce ; par conse´quent, il est indispensable d’e´tudier le comportement des
billes et les phe´nome`nes d’adsorption – de´sorption dans des syste`mes de ce type. Nous utilisons
pour cela les puces en pdms de´crites au chapitre 2, plus proches des laboratoires sur puces que
les capillaires. La Fig. 3.20 montre le pie`ge a` billes dans la zone centrale du dispositif. Malgre´ le
caracte`re hydrophobe du pdms, l’adsorption des billes sur les murs du canal semble ne´gligeable.
L’expe´rience montre cependant que ces puces ont d’autres limitations. Par exemple, le dispositif
en pdms doit avoir une e´paisseur suffisante pour assurer la solidite´ des canaux, e´viter qu’ils ne se
de´forment et maintenir les tubes de connectique ; cependant, cette meˆme e´paisseur empeˆche, aux
forts grossissements, la mise au point lors de l’observation au microscope. Par ailleurs, la faible
longueur du canal re´duit conside´rablement l’espace disponible pour de´placer l’objectif.
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Fig. 3.20 – Accumulation de microbilles dans le pie`ge central d’une puce. Image re´alise´e en lumie`re
blanche.
3.3.2 Adsorption et de´sorption de prote´ines fluorescentes
3.3.2.1 Expe´riences en capillaires
Adsorption. Le syste`me est chauffe´ pendant quelques secondes ; la visualisation de la fluorescence
en temps re´el permet d’observer l’augmentation de la fluorescence des billes (Fig. 3.21). Le chauffage
est ensuite arreˆte´ et le syste`me revient a` tempe´rature ambiante ; lorsque la tempe´rature des billes
devient infe´rieure a` la lcst du pnipam, les prote´ines fluorescentes sont relargue´es en solution. Le
profil typique de fluorescence d’une bille durant une expe´rience est pre´sente´ a` la Fig. 3.22. On
observe toutefois que le niveau de fluorescence de la bille ne rejoint pas son niveau initial : la bille
conserve environ 40 % de la fluorescence adsorbe´e.
Analyse de la saturation. Le protocole expe´rimental pre´ce´dent consiste a` chauffer le syste`me
de fac¸on a` de´passer la lcst du pnipam, puis a` cesser le chauffage et laisser le syste`me revenir a`
l’e´quilibre. Le chauffage est arreˆte´ apre`s quelques secondes, lorsque les billes sont devenues fluores-
centes, pour observer la de´sorption. Il est ne´anmoins important de de´terminer le temps qu’il faut
aux billes pour eˆtre sature´es en prote´ines fluorescentes ; c’est l’objectif de l’expe´rience suivante. Au
lieu de cesser le chauffage, nous le maintenons et observons l’e´volution de la fluorescence de deux
billes. Les re´sultats sont donne´s sur la Fig. 3.23. On observe qu’un palier de fluorescence est atteint
apre`s environ trois minutes de chauffage ; les fluctuations apparaissant ensuite restent minimes et
sont probablement dues a` des fluctuations globales de la chaˆıne de mesure : elles sont identiques sur
les deux billes. On observe e´galement une de´rive de la source de chaleur (dans ce cas, le souffleur
d’air chaud).
De´sorption. Le profil de fluorescence montre´ sur la Fig. 3.22 indique clairement que la de´sorption
de prote´ines fluorescentes est incomple`te. Les billes conservent environ 40 % de la fluorescence totale
qu’elles ont adsorbe´e. Cette fluorescence re´siduelle est due a` des prote´ines fluorescentes adsorbe´es
qui ne sont pas relargue´es : une expe´rience te´moin a confirme´ que, sans chauffage, nos prote´ines fluo-
rescentes ne s’adsorbent pas sur le pnipam hydrophile des billes. L’hypothe`se la plus probable pour
expliquer ce pie´geage irre´versible est l’adsorption de complexes albumine – fluoresce´ine directement
sur la surface des billes et non sur les couches de pnipam. Notre protocole de fonctionnalisation
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Fig. 3.21 – Visualisation de l’adsorption et de´sorption de prote´ines fluorescentes sur des microbilles
fonctionnalise´es avec du pnipam dans un capillaire.













Fig. 3.22 – Profil typique de l’e´volution de la fluorescence d’une microbille fonctionnalise´e avec du
pnipam, au cours de l’adsorption et de la de´sorption de prote´ines fluorescentes selon la tempe´rature.
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Fig. 3.23 – E´volution de la fluorescence de deux billes lors d’une analyse de saturation en prote´ines.
Le chauffage est prolonge´ afin d’observer le comportement du syste`me et de de´terminer un palier
de saturation.
chimique favorise en effet la synthe`se de chaˆınes longues et disperse´es de polyme`re ; le pnipam
n’assure qu’un recouvrement incomplet de la surface et autorise une adsorption non spe´cifique des
prote´ines fluorescentes sur la surface des billes. Ce proble`me, souvent rencontre´ en biologie, par
exemple dans le domaine des biopuces, peut eˆtre re´solu par plusieurs moyens. Il est possible de
saturer la surface non couverte de pnipam en utilisant d’autres macromole´cules biologiques aux-
quelles on ne s’inte´resse pas dans l’expe´rience. Cependant, dans l’optique ge´ne´rale de la pre´paration
d’e´chantillons, cette solution peut e´ventuellement entraˆıner des proble`mes de contamination de
l’analyte. Il est donc pre´fe´rable de se tourner vers une autre solution, par exemple la modification
du protocole de polyme´risation pour synthe´tiser une couche de pnipam plus dense [249].
Couches denses de PNIPAM. Nous avons modifie´ le protocole de polyme´risation de fac¸on a`
obtenir des couches de pnipam de plus haute densite´ (§ 2.4.3.2, p. 67) ; la surface externe des billes
est ainsi davantage couverte, ce qui doit re´duire les sites d’adsorption non spe´cifique. Les premiers
tests effectue´s avec ces billes ne montrent cependant pas de meilleurs re´sultats qu’avec le protocole
pre´ce´dent de fonctionnalisation (Fig. 3.24) ; une hypothe`se avance´e est que le protocole chimique
n’a pas d’influence si l’on utilise de grosses prote´ines. L’ame´lioration des conditions de manipulation
a cependant permis d’obtenir un taux de de´sorption de 80% pour les deux protocoles, au lieu de
60% pre´ce´demment.
3.3.2.2 Expe´riences en puces PDMS
Adsorption. Nous avons re´alise´ en puces pdms les meˆmes expe´riences d’adsorption – de´sorption
qu’en capillaires. La caracte´risation est plus difficile, car l’e´paisseur de pdms geˆne la mise au point
du microscope aux forts grossissements. Nous avons ne´anmoins pu observer l’adsorption de prote´ines
fluorescentes sur des billes fonctionnalise´es avec du pnipam, comme en capillaires ; la quantification
n’a toutefois pas e´te´ possible. La Fig. 3.25 montre une concentration de fluorescence sur les billes.
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Fig. 3.24 – E´volution de la fluorescence d’une bille lors de l’adsorption et la de´sorption partielle de
complexes albumine – fluoresce´ine sur des couches de tmspm et de mptms.
Fig. 3.25 – Adsorption de prote´ines fluorescentes sur des microbilles immobilise´es dans la partie
centrale d’une puce pdms. La fluorescence est le´ge`rement visible dans le canal (50µm de large) a`
cause des prote´ines fluorescentes en solution ; elle se concentre sur les billes recouvertes de pnipam.
Couleurs inverse´es pour faciliter la visualisation.
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De´sorption. Les expe´riences mene´es en puces pdms ne montrent aucune de´sorption. La situation
est plus de´favorable qu’en capillaires, ou` les billes sont relativement libres en solution. Dans les
canaux pdms, les billes sont pie´ge´es et tasse´es au niveau de l’e´tranglement central ; l’hypothe`se
avance´e est que les e´ventuelles prote´ines de´sorbe´es stagnent autour des billes. Un rinc¸age permettrait
de faciliter la circulation des prote´ines de´sorbe´es, mais l’encombrement ste´rique duˆ a` l’objectif du
microscope empeˆche la connexion de tubes.
3.3.2.3 Accrochage de streptavidine
Streptavidine. L’utilisation du dispositif pour la pre´paration d’e´chantillons implique que le pni-
pam soit en interaction avec de nombreuses espe`ces diffe´rentes. Il est indispensable d’e´tudier son
comportement vis a` vis, par exemple, de prote´ines diffe´rentes de l’albumine teste´e jusqu’a` pre´sent.
Le dispositif fonctionne-t-il aussi bien avec d’autres prote´ines ? Nous avons effectue´ des expe´riences
pre´liminaires afin de nous en assurer. Nous avons pour cela utilise´ une autre prote´ine tre`s re´pandue,
la streptavidine, le´ge`rement plus petite que l’albumine (∼ 53 KDa contre 66 KDa), conjugue´e a`
un fluorophore de type Alexa. L’e´volution de la fluorescence d’une bille est donne´e sur la Fig.
3.26. On observe que le comportement est similaire a` celui de l’albumine. Ce re´sultat doit eˆtre
conside´re´ comme pre´liminaire, car d’autres parame`tres ont varie´5, mais il est encourageant et incite
a` poursuivre des expe´riences plus pousse´es.








Fig. 3.26 – E´volution de la fluorescence d’une bille lors de l’adsorption et la de´sorption partielle de
complexes streptavidine – Alexa.
5Les billes ont e´te´ fonctionnalise´es avec le protocole modifie´ ; par ailleurs, les fluorophores ont des efficacite´s tre`s
diffe´rentes.
92 CHAPITRE 3. APPLICATIONS
3.3.3 Conclusions
Adsorption et de´sorption de prote´ines. Nous avons explore´ la possibilite´ d’utiliser des couches
de pnipam pour accrocher re´versiblement des prote´ines ; l’application vise´e est la pre´paration
d’e´chantillons biologiques avant analyse. Nous avons accroche´ avec succe`s des complexes albumine
– fluoresce´ine sur des microbilles de silice, fonctionnalise´es avec du pnipam ; ces expe´riences ont
e´te´ mene´es en capillaires, en puces pdms – verre et caracte´rise´es par fluorescence. Le relarguage
des prote´ines adsorbe´es est toutefois incomplet : en capillaires, environ 20 % des prote´ines sont
adsorbe´es irre´versiblement. Attribuant ce phe´nome`ne a` de l’adsorption non spe´cifique sur des zones
non recouvertes de pnipam, nous avons modifie´ le protocole de fonctionnalisation pour obtenir des
couches plus denses. Les re´sultats de de´sorption obtenus avec le nouveau protocole sont inconclusifs.
Dans les puces pdms, l’absence de de´sorption est attribue´e en partie au tassement des billes dans
la zone servant a` les pie´ger. Dans ces deux types de canaux, des travaux plus pousse´s, incluant
notamment une e´tape de rinc¸age doux, sont ne´cessaires. Enfin, nous avons e´galement adsorbe´ des
mole´cules de streptavidine sur le pnipam, de´montrant ainsi que d’autres prote´ines que l’albumine
peuvent eˆtre capture´es.
Ame´liorations. L’un des proble`mes majeurs que nous avons rencontre´s a e´te´ la manipulation des
billes ; en capillaires, nous n’avions aucun moyen de les bloquer afin d’observer l’e´volution de la fluo-
rescence ; en puces, la me´thode choisie (pie`ge ste´rique) s’est finalement re´ve´le´e plus geˆnante qu’utile.
Si des travaux comple´mentaires sont engage´s, l’une des premie`res pistes a` explorer est l’utilisation
de billes magne´tiques pie´geables par actionnement magne´tique. On peut par exemple envisager de
les immobiliser graˆce a` des microbobines inte´gre´es, telles que celles actuellement de´veloppe´es au
Laas. Par ailleurs, en puces, la faible longueur des canaux et l’e´paisseur du pdms ont geˆne´ la visua-
lisation au microscope. Une solution est d’adapter les supports de caracte´risation de telle manie`re
qu’ils puissent eˆtre utilise´s sur un microscope inverse´. A` moyen terme, il faudrait e´galement inte´grer
des circuits fluidiques multiples, correspondant aux diffe´rents re´actifs et e´tapes, afin de faciliter les
e´tapes de rinc¸age. Enfin, afin de valider cette technique, il est indispensable de faire varier les condi-
tions expe´rimentales. Des tests mene´s a` pH acide ou avec la streptavidine, une prote´ine le´ge`rement
plus petite que l’albumine (53 KDa contre 65 KDa), sont en cours.
3.4 Conclusion
Controˆle e´lectrocine´tique. Dans ce chapitre, j’ai pre´sente´ deux applications possible de la tech-
nologie pnipam pour les laboratoires sur puce. La premie`re repose sur le controˆle du phe´nome`ne
d’e´lectro-osmose ; le greffage de pnipam sur les surfaces internes d’un canal permet de controˆler
l’influence de la double couche e´lectrique : il est possible de bloquer ou autoriser le de´placement
e´lectrocine´tique d’un liquide. Sur des surfaces fonctionnalise´es avec du pnipam, la mobilite´ e´lectro-
osmotique augmente d’un ordre de grandeur entre 25˚C et 40˚C. En combinant ce comportement
avec les e´le´ments chauffants adressables pre´sente´s au chapitre 2, il est possible de permuter lo-
calement l’e´tat du pnipam ; les he´te´roge´ne´ite´s de charge ainsi cre´e´es permettent d’envisager le
de´veloppement de me´langeurs e´lectrocine´tiques base´s sur le pnipam.
Accrochage de prote´ines. La seconde application consiste en l’accrochage re´versible d’espe`ces
biologiques sur des couches de pnipam. Ce polyme`re est de´ja` utilise´ comme substrat de culture
de cellules : sa tempe´rature de transition, proche de celle du corps humain, permet d’utiliser le
pnipam replie´ comme support de culture, puis de relarguer les cellules en abaissant la tempe´rature.
De fac¸on analogue, nous avons montre´ que des billes couvertes de pnipam peuvent accrocher et
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de´crocher des prote´ines ; la de´sorption est toutefois incomple`te. Ces re´sultats encouragent ne´anmoins
le de´veloppement de syste`mes de pre´paration d’e´chantillon utilisant le pnipam comme pie`ge a`
mole´cules biologiques.
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Conclusion ge´ne´rale
Enjeux des laboratoires sur puce. Les laboratoires sur puce sont des dispositifs inte´gre´s ras-
semblant, sur un subtrat miniaturise´, une ou plusieurs fonctions de laboratoire ; ils sont ge´ne´ralement
de´die´s a` la manipulation d’e´chantillons chimiques ou biologiques. Ce sont souvent des syste`mes mi-
crofluidiques, a` faible nombre de Reynolds ; la re´duction des dimensions entraˆıne des comportements
particuliers des liquides, tels que la pre´dominance de flux laminaires ; pour cette raison, l’action-
nement des liquides dans les microcanaux, notamment leur me´lange, est un enjeu qui a retenu
notre attention. Les microtas sont un sous-ensemble des laboratoires sur puce ; ce terme rassemble
les syste`mes miniaturise´s, posse´dant ge´ne´ralement une dimension microme´trique, qui inte`grent la
se´quence comple`te d’analyse d’un e´chantillon brut jusqu’a` la lecture du re´sultat. Par de´finition,
les microtas doivent manipuler des pre´le`vements non ide´aux ; il est ne´cessaire de traiter de tels
e´chantillons avant l’analyse, par exemple pour les concentrer ou les se´parer d’espe`ces parasites. La
pre´paration d’e´chantillon est le second enjeu qui a retenu notre attention.
PNIPAM. Le poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam) est un polyme`re thermosensible subissant
un changement conformationnel re´versible, d’un e´tat hydrophile et gonfle´ sous sa tempe´rature de
transition (lcst ∼ 32˚C) a` un e´tat hydrophobe et replie´ au-dela`. Les caracte´ristiques du pnipam
permettent d’envisager des applications inte´ressantes en ce qui concerne les deux enjeux que nous
avons identifie´s : hydrophobe, il est capable de pie´ger des objets biologiques tels que des cellules
ou des prote´ines ; hydrophile, il peut les libe´rer sur demande, sur un simple stimulus thermique,
une fois que la solution a e´te´ de´barrasse´e d’espe`ces inde´sirables. Il est donc inte´ressant d’e´tudier
dans quelle mesure le pnipam peut contribuer a` la pre´paration d’e´chantillons biologiques dans
les laboratoires sur puce. Par ailleurs, un controˆle local de l’e´tat du pnipam permet de dessiner
des motifs ou des alternances de pnipam gonfle´ – hydrophile et replie´ – hydrophobe ; il est ainsi
possible de cre´er des he´te´roge´ne´ite´s de charges de surface, dont il est pre´dit qu’elles entraˆınent des
recirculations de flux e´lectrocine´tique. Le pnipam est donc susceptible d’eˆtre a` la base de me´langeurs
e´lectrocine´tiques. Il existe par conse´quent au moins deux applications possible du pnipam re´pondant
a` des demandes technologiques des laboratoires sur puce. L’objectif de nos travaux a e´te´ d’explorer
les possibilite´s de de´veloppement et d’inte´gration de technologies a` base de pnipam, re´pondant a`
ces deux proble´matiques.
Technologie PNIPAM. Nous avons de´veloppe´ une technologie d’inte´gration du pnipam dans les
microsyste`mes qui comprend deux volets : d’une part, l’inte´gration d’e´le´ments chauffants, sources
des stimuli thermiques permettant de controˆler l’e´tat du polyme`re ; d’autre part, un protocole de
fonctionnalisation chimique pour greffer le pnipam sur des surfaces. Nous avons re´alise´ deux types
d’e´le´ments chauffants : le premier consiste en des lignes chauffantes simples, longues, permettant
un chauffage homoge`ne de microcanaux, adapte´ a` l’accrochage de mole´cules biologiques. Le se-
cond, plus complexe, est constitue´ d’un ensemble d’e´le´ments chauffants miniaturise´s, individuels et
adressables ; ils sont destine´s au controˆle local de l’e´tat du pnipam, dans l’objectif de me´langeurs
e´lectrocine´tiques. Nos re´sultats indiquent que l’inte´gration de ces sources thermiques n’est pas un
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point bloquant : ces technologies sont bien maˆıtrise´es au Laas. Par ailleurs, notre protocole de gref-
fage chimique a e´te´ caracte´rise´ de fac¸on approfondie ; plusieurs techniques confirment la pre´sence de
groupes chimiques spe´cifiques du pnipam. Nous avons greffe´ le pnipam avec succe`s, via une couche
de silane, sur plusieurs types de surfaces : substrats plans de silicium et de verre, capillaires en si-
lice fondue et microbilles en silicium. L’inte´gration de technologies pnipam dans les microsyste`mes
semble donc possible sans ne´cessiter de lourds de´veloppements spe´cifiques.
Applications. Les deux applications vise´es sont le me´lange e´lectrocine´tique et l’accrochage re´-
versible d’objets biologiques. Afin de de´terminer l’influence du pnipam sur le flux e´lectrocine´tique,
nous avons re´alise´ une e´tude comple`te en tempe´rature. Nous avons ainsi montre´ que le controˆle
thermique du pnipam permet de moduler le flux e´lectro-osmotique ; la mobilite´ e´lectro-osmotique
sur pnipam augmente d’un ordre de grandeur entre 25˚C et 40˚C. Ces re´sultats encouragent la
poursuite de travaux plus pousse´s dans cette voie. Par ailleurs, nous avons pie´ge´ avec succe`s des
prote´ines sur des billes fonctionnalise´es avec du pnipam. Leur libe´ration n’est toutefois que partielle,
a` hauteur de 60 % ; ce de´crochage incomplet est attribue´ a` une adsorption non spe´cifique qui peut
probablement eˆtre limite´e.
Perspectives. Les briques de base de cette nouvelle approche sont en place ; de nombreux travaux
restent cependant a` re´aliser pour la rendre totalement ope´rationnelle. Il est notamment ne´cessaire de
de´finir les caracte´ristiques optimales et les protocoles d’utilisation des dispositifs. L’e´tape suivante
est le test en fonctionnement de ces microlaboratoires de pre´traitement d’e´chantillons, par exemple
sur des prote´ines d’inte´reˆt pharmaceutique. Une comparaison quantitative avec les protocoles utilise´s
actuellement, faite sur des e´chantillons re´els, permettra finalement de jauger l’efficacite´ et l’avenir
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Annexe B
Assemblage SU-8
Il existe diffe´rentes techniques d’assemblage de la re´sine SU-8, a` choisir selon les caracte´ristiques
voulues du dispositif final. Ainsi, pour un dispositif souple et multiniveaux, on pre´fe´rera la techno-
logie de laminage couche-a`-couche, de´veloppe´e au Laas dans le cadre des travaux de doctorat de
Patrick Abgrall [198], e´ventuellement suivie d’une libe´ration totale du dispositif. Dans d’autres
cas, on souhaite un dispositif robuste comprenant des e´le´ments en SU-8 et d’autres en mate´riaux
solides tels que du silicum ou pyrex. Cette piste a e´te´ explore´e mais non retenue. Les re´sultats sont
ne´anmoins rapporte´s ci-apre`s pour me´moire.
Bonding Silicium/SU-8//SU-8/Pyrex. Dans le cadre de travaux annexes ne´cessitant l’ap-
plication de pressions importantes dans les canaux, l’objectif est l’assemblage de deux wafers de
silicium et pyrex par leurs faces comprenant chacune une e´paisseur de SU-8 (Fig. B.1). Le wafer
infe´rieur en silicium posse`de une couche de SU-8 de quelques dizaines de microns avec des mo-
tifs dessinant des canaux de 7 cm de long et 100 µm de large. Le wafer supe´rieur en pyrex 7740
est perce´ de trous correspondant aux extre´mite´s des canaux ; il est recouvert d’une fine couche de
SU-8 (∼ 10 µm) servant a` effectuer le collage. L’assemblage est effectue´ sur une machine de type





Fig. B.1 – Sche´ma de l’assemblage Silicium/SU-8//SU-8/Pyrex.
Conclusions. Diffe´rents tests ont permis de tirer les conclusions suivantes :
– Si les deux couches sont comple`tement re´ticule´es, le collage n’a pas lieu. Il est pre´fe´rable de
n’effectuer que le soft bake sur l’une des deux couches, qui dans notre cas est la couche fine.
La couche e´paisse contient en effet des motifs et doit donc subir le Peb (post-exposure bake)1.
1conditions expe´rimentales : activation au plasma O2 1000 mL/min a` 600 W sans cage pendant 2 min ; force
applique´e : 1 kN ; sous vide (pression : ∼ 1, 18.10−4 mbar) ; Tempe´rature : 75˚C (plaque supe´rieure), 85˚C (plaque
infe´rieure) ; dure´e : 20 min.
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– Le plasma d’activation effectue´ sur les couches avant l’assemblage peut entraˆıner une re´ticu-
lation partielle d’une couche non re´ticule´e2.
– Le chauffage des substrats, qui facilite le collage, est fait par lampe haloge`ne. Par de´faut, le
chauffage est effectue´ avant la mise en contact des couches de SU-8, ce qui risque de re´ticuler
partiellement ou totalement la fine couche. Il est pre´fe´rable de d’abord mettre en contact les
couches, puis de chauffer progressivement3.
2conditions expe´rimentales : idem cas pre´ce´dent ; la couche fine (supe´rieure) n’a subi auparavant qu’un soft bake
et n’est pas re´ticule´e.
3conditions expe´rimentales : couche fine non re´ticule´e ; pas de plasma ; force applique´e : 1 kN ; sous vide (pression :
∼ 1, 78.10−4 mbar) ; Tempe´rature : 75˚C (plaque supe´rieure), 85˚C (plaque infe´rieure) ; dure´e : 20 min.
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Notes de droit d’auteur
C.1 Droits re´gissant ce document
L’auteur, Guillaume Paumier, place l’ensemble du texte de ce document sous les termes de la
licence de documentation libre gnu (GNU free documentation license – gfdl) version 1.2 ou toute
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cence GFDL (version 1.2 ou ulte´rieure) et Creative Commons Attribution ShareAlike 3.0 (http://
creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/). Afin de faciliter leur re´utilisation, tous les sche´mas
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Certaines images utilise´es dans ce document n’ont pas e´te´ re´alise´es par l’auteur ; elles ont
ne´anmoins toutes e´te´ pre´alablement place´es sous une licence autorisant explicitement leur re´uti-
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– Creative Commons Attribution ShareAlike 2.0 France :
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– Creative Commons Attribution ShareAlike 2.5 :
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– GNU free documentation license (gfdl) 1.2 or later :
http://www.gnu.org/licenses/fdl.html
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C.3 GNU Free Documentation License
Version 1.2, November 2002
Copyright c© 2000,2001,2002 Free Software Foundation, Inc.
51 Franklin St, Fifth Floor, Boston, MA 02110-1301 USA
Everyone is permitted to copy and distribute verbatim copies of this license document, but
changing it is not allowed.
Preamble
The purpose of this License is to make a manual, textbook, or other functional and useful
document “free” in the sense of freedom : to assure everyone the effective freedom to copy and
redistribute it, with or without modifying it, either commercially or noncommercially. Secondarily,
this License preserves for the author and publisher a way to get credit for their work, while not
being considered responsible for modifications made by others.
This License is a kind of “copyleft”, which means that derivative works of the document must
themselves be free in the same sense. It complements the GNU General Public License, which is a
copyleft license designed for free software.
We have designed this License in order to use it for manuals for free software, because free
software needs free documentation : a free program should come with manuals providing the same
freedoms that the software does. But this License is not limited to software manuals ; it can be used
for any textual work, regardless of subject matter or whether it is published as a printed book. We
recommend this License principally for works whose purpose is instruction or reference.
1. Applicability and definitions
This License applies to any manual or other work, in any medium, that contains a notice placed
by the copyright holder saying it can be distributed under the terms of this License. Such a notice
grants a world-wide, royalty-free license, unlimited in duration, to use that work under the conditions
stated herein. The “Document”, below, refers to any such manual or work. Any member of the
public is a licensee, and is addressed as “you”. You accept the license if you copy, modify or
distribute the work in a way requiring permission under copyright law.
A “Modified Version” of the Document means any work containing the Document or a portion
of it, either copied verbatim, or with modifications and/or translated into another language.
A “Secondary Section” is a named appendix or a front-matter section of the Document that
deals exclusively with the relationship of the publishers or authors of the Document to the Docu-
ment’s overall subject (or to related matters) and contains nothing that could fall directly within
that overall subject. (Thus, if the Document is in part a textbook of mathematics, a Secondary Sec-
tion may not explain any mathematics.) The relationship could be a matter of historical connection
with the subject or with related matters, or of legal, commercial, philosophical, ethical or political
position regarding them.
The “Invariant Sections” are certain Secondary Sections whose titles are designated, as being
those of Invariant Sections, in the notice that says that the Document is released under this License.
If a section does not fit the above definition of Secondary then it is not allowed to be designated as
Invariant. The Document may contain zero Invariant Sections. If the Document does not identify
any Invariant Sections then there are none.
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The “Cover Texts” are certain short passages of text that are listed, as Front-Cover Texts
or Back-Cover Texts, in the notice that says that the Document is released under this License. A
Front-Cover Text may be at most 5 words, and a Back-Cover Text may be at most 25 words.
A “Transparent” copy of the Document means a machine-readable copy, represented in a for-
mat whose specification is available to the general public, that is suitable for revising the document
straightforwardly with generic text editors or (for images composed of pixels) generic paint pro-
grams or (for drawings) some widely available drawing editor, and that is suitable for input to text
formatters or for automatic translation to a variety of formats suitable for input to text formatters.
A copy made in an otherwise Transparent file format whose markup, or absence of markup, has
been arranged to thwart or discourage subsequent modification by readers is not Transparent. An
image format is not Transparent if used for any substantial amount of text. A copy that is not
“Transparent” is called “Opaque”.
Examples of suitable formats for Transparent copies include plain ASCII without markup,
Texinfo input format, LaTeX input format, SGML or XML using a publicly available DTD, and
standard-conforming simple HTML, PostScript or PDF designed for human modification. Examples
of transparent image formats include PNG, XCF and JPG. Opaque formats include proprietary for-
mats that can be read and edited only by proprietary word processors, SGML or XML for which
the DTD and/or processing tools are not generally available, and the machine-generated HTML,
PostScript or PDF produced by some word processors for output purposes only.
The “Title Page” means, for a printed book, the title page itself, plus such following pages as
are needed to hold, legibly, the material this License requires to appear in the title page. For works
in formats which do not have any title page as such, “Title Page” means the text near the most
prominent appearance of the work’s title, preceding the beginning of the body of the text.
A section “Entitled XYZ” means a named subunit of the Document whose title either is pre-
cisely XYZ or contains XYZ in parentheses following text that translates XYZ in another language.
(Here XYZ stands for a specific section name mentioned below, such as “Acknowledgements”,
“Dedications”, “Endorsements”, or “History”.) To “Preserve the Title” of such a section
when you modify the Document means that it remains a section “Entitled XYZ” according to this
definition.
The Document may include Warranty Disclaimers next to the notice which states that this
License applies to the Document. These Warranty Disclaimers are considered to be included by
reference in this License, but only as regards disclaiming warranties : any other implication that
these Warranty Disclaimers may have is void and has no effect on the meaning of this License.
2. Verbatim copying
You may copy and distribute the Document in any medium, either commercially or noncommer-
cially, provided that this License, the copyright notices, and the license notice saying this License
applies to the Document are reproduced in all copies, and that you add no other conditions whatsoe-
ver to those of this License. You may not use technical measures to obstruct or control the reading
or further copying of the copies you make or distribute. However, you may accept compensation
in exchange for copies. If you distribute a large enough number of copies you must also follow the
conditions in section 3.
You may also lend copies, under the same conditions stated above, and you may publicly display
copies.
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3. Copying in quantity
If you publish printed copies (or copies in media that commonly have printed covers) of the
Document, numbering more than 100, and the Document’s license notice requires Cover Texts, you
must enclose the copies in covers that carry, clearly and legibly, all these Cover Texts : Front-Cover
Texts on the front cover, and Back-Cover Texts on the back cover. Both covers must also clearly
and legibly identify you as the publisher of these copies. The front cover must present the full title
with all words of the title equally prominent and visible. You may add other material on the covers
in addition. Copying with changes limited to the covers, as long as they preserve the title of the
Document and satisfy these conditions, can be treated as verbatim copying in other respects.
If the required texts for either cover are too voluminous to fit legibly, you should put the first
ones listed (as many as fit reasonably) on the actual cover, and continue the rest onto adjacent
pages.
If you publish or distribute Opaque copies of the Document numbering more than 100, you must
either include a machine-readable Transparent copy along with each Opaque copy, or state in or
with each Opaque copy a computer-network location from which the general network-using public
has access to download using public-standard network protocols a complete Transparent copy of the
Document, free of added material. If you use the latter option, you must take reasonably prudent
steps, when you begin distribution of Opaque copies in quantity, to ensure that this Transparent
copy will remain thus accessible at the stated location until at least one year after the last time
you distribute an Opaque copy (directly or through your agents or retailers) of that edition to the
public.
It is requested, but not required, that you contact the authors of the Document well before
redistributing any large number of copies, to give them a chance to provide you with an updated
version of the Document.
4. Modifications
You may copy and distribute a Modified Version of the Document under the conditions of sections
2 and 3 above, provided that you release the Modified Version under precisely this License, with
the Modified Version filling the role of the Document, thus licensing distribution and modification
of the Modified Version to whoever possesses a copy of it. In addition, you must do these things in
the Modified Version :
A. Use in the Title Page (and on the covers, if any) a title distinct from that of the Document,
and from those of previous versions (which should, if there were any, be listed in the History
section of the Document). You may use the same title as a previous version if the original
publisher of that version gives permission.
B. List on the Title Page, as authors, one or more persons or entities responsible for authorship
of the modifications in the Modified Version, together with at least five of the principal authors
of the Document (all of its principal authors, if it has fewer than five), unless they release you
from this requirement.
C. State on the Title page the name of the publisher of the Modified Version, as the publisher.
D. Preserve all the copyright notices of the Document.
E. Add an appropriate copyright notice for your modifications adjacent to the other copyright
notices.
F. Include, immediately after the copyright notices, a license notice giving the public permis-
sion to use the Modified Version under the terms of this License, in the form shown in the
Addendum below.
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G. Preserve in that license notice the full lists of Invariant Sections and required Cover Texts
given in the Document’s license notice.
H. Include an unaltered copy of this License.
I. Preserve the section Entitled “History”, Preserve its Title, and add to it an item stating at
least the title, year, new authors, and publisher of the Modified Version as given on the Title
Page. If there is no section Entitled “History” in the Document, create one stating the title,
year, authors, and publisher of the Document as given on its Title Page, then add an item
describing the Modified Version as stated in the previous sentence.
J. Preserve the network location, if any, given in the Document for public access to a Transparent
copy of the Document, and likewise the network locations given in the Document for previous
versions it was based on. These may be placed in the “History” section. You may omit a
network location for a work that was published at least four years before the Document itself,
or if the original publisher of the version it refers to gives permission.
K. For any section Entitled “Acknowledgements” or “Dedications”, Preserve the Title of the
section, and preserve in the section all the substance and tone of each of the contributor
acknowledgements and/or dedications given therein.
L. Preserve all the Invariant Sections of the Document, unaltered in their text and in their titles.
Section numbers or the equivalent are not considered part of the section titles.
M. Delete any section Entitled “Endorsements”. Such a section may not be included in the
Modified Version.
N. Do not retitle any existing section to be Entitled “Endorsements” or to conflict in title with
any Invariant Section.
O. Preserve any Warranty Disclaimers.
If the Modified Version includes new front-matter sections or appendices that qualify as Secon-
dary Sections and contain no material copied from the Document, you may at your option designate
some or all of these sections as invariant. To do this, add their titles to the list of Invariant Sections
in the Modified Version’s license notice. These titles must be distinct from any other section titles.
You may add a section Entitled “Endorsements”, provided it contains nothing but endorsements
of your Modified Version by various parties–for example, statements of peer review or that the text
has been approved by an organization as the authoritative definition of a standard.
You may add a passage of up to five words as a Front-Cover Text, and a passage of up to
25 words as a Back-Cover Text, to the end of the list of Cover Texts in the Modified Version.
Only one passage of Front-Cover Text and one of Back-Cover Text may be added by (or through
arrangements made by) any one entity. If the Document already includes a cover text for the same
cover, previously added by you or by arrangement made by the same entity you are acting on behalf
of, you may not add another ; but you may replace the old one, on explicit permission from the
previous publisher that added the old one.
The author(s) and publisher(s) of the Document do not by this License give permission to use
their names for publicity for or to assert or imply endorsement of any Modified Version.
5. Combining documents
You may combine the Document with other documents released under this License, under the
terms defined in section 4 above for modified versions, provided that you include in the combination
all of the Invariant Sections of all of the original documents, unmodified, and list them all as
Invariant Sections of your combined work in its license notice, and that you preserve all their
Warranty Disclaimers.
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The combined work need only contain one copy of this License, and multiple identical Invariant
Sections may be replaced with a single copy. If there are multiple Invariant Sections with the same
name but different contents, make the title of each such section unique by adding at the end of
it, in parentheses, the name of the original author or publisher of that section if known, or else a
unique number. Make the same adjustment to the section titles in the list of Invariant Sections in
the license notice of the combined work.
In the combination, you must combine any sections Entitled “History” in the various original
documents, forming one section Entitled “History” ; likewise combine any sections Entitled “Ack-
nowledgements”, and any sections Entitled “Dedications”. You must delete all sections Entitled
“Endorsements”.
6. Collections of documents
You may make a collection consisting of the Document and other documents released under this
License, and replace the individual copies of this License in the various documents with a single
copy that is included in the collection, provided that you follow the rules of this License for verbatim
copying of each of the documents in all other respects.
You may extract a single document from such a collection, and distribute it individually under
this License, provided you insert a copy of this License into the extracted document, and follow this
License in all other respects regarding verbatim copying of that document.
7. Aggregation with independent works
A compilation of the Document or its derivatives with other separate and independent documents
or works, in or on a volume of a storage or distribution medium, is called an “aggregate” if the
copyright resulting from the compilation is not used to limit the legal rights of the compilation’s
users beyond what the individual works permit. When the Document is included in an aggregate,
this License does not apply to the other works in the aggregate which are not themselves derivative
works of the Document.
If the Cover Text requirement of section 3 is applicable to these copies of the Document, then
if the Document is less than one half of the entire aggregate, the Document’s Cover Texts may be
placed on covers that bracket the Document within the aggregate, or the electronic equivalent of
covers if the Document is in electronic form. Otherwise they must appear on printed covers that
bracket the whole aggregate.
8. Translation
Translation is considered a kind of modification, so you may distribute translations of the Do-
cument under the terms of section 4. Replacing Invariant Sections with translations requires special
permission from their copyright holders, but you may include translations of some or all Invariant
Sections in addition to the original versions of these Invariant Sections. You may include a trans-
lation of this License, and all the license notices in the Document, and any Warranty Disclaimers,
provided that you also include the original English version of this License and the original versions
of those notices and disclaimers. In case of a disagreement between the translation and the original
version of this License or a notice or disclaimer, the original version will prevail.
If a section in the Document is Entitled “Acknowledgements”, “Dedications”, or “History”, the
requirement (section 4) to Preserve its Title (section 1) will typically require changing the actual
title.
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9. Termination
You may not copy, modify, sublicense, or distribute the Document except as expressly provided
for under this License. Any other attempt to copy, modify, sublicense or distribute the Document
is void, and will automatically terminate your rights under this License. However, parties who have
received copies, or rights, from you under this License will not have their licenses terminated so
long as such parties remain in full compliance.
10. Future revisions of this license
The Free Software Foundation may publish new, revised versions of the GNU Free Documenta-
tion License from time to time. Such new versions will be similar in spirit to the present version,
but may differ in detail to address new problems or concerns. See http ://www.gnu.org/copyleft/.
Each version of the License is given a distinguishing version number. If the Document specifies
that a particular numbered version of this License “or any later version” applies to it, you have the
option of following the terms and conditions either of that specified version or of any later version
that has been published (not as a draft) by the Free Software Foundation. If the Document does
not specify a version number of this License, you may choose any version ever published (not as a
draft) by the Free Software Foundation.
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Technologies PNIPAM pour les laboratoires sur puce
Les laboratoires sur puce sont des dispositifs inte´gre´s rassemblant, sur un substrat miniaturise´,
une ou plusieurs fonctions de laboratoire, ge´ne´ralement de´die´es a` la manipulation d’e´chantillons
chimiques ou biologiques. L’objectif de ces travaux est l’inte´gration dans les microsyste`mes d’un
polyme`re intelligent, le poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam), afin de de´velopper une nouvelle
filie`re technologique pour les laboratoires sur puce.
Le pnipam est un polyme`re thermosensible subissant un changement re´versible, d’un e´tat hy-
drophile et gonfle´ sous sa tempe´rature de transition (lcst ∼ 32˚C) a` un e´tat hydrophobe et replie´
au-dela`. La technologie de´veloppe´e repose sur des e´le´ments chauffants et un protocole de greffage
du pnipam sur des surfaces.
Nos travaux montrent que le controˆle thermique du pnipam permet de moduler le flux e´lectro-
osmotique, ouvrant ainsi la voie au de´veloppement de me´langeurs e´lectrocine´tiques. Ce controˆle
permet e´galement l’accrochage, partiellement re´versible, de prote´ines sur des billes fonctionnalise´es,
pour des applications dans le domaine de la pre´paration d’e´chantillon.
Mots-cle´s : Laboratoire sur puce, nipam, microfluidique, polyme`re thermosensible.
PNIPAM technologies for labs on chips
Labs on chips are miniaturized devices integrating one or several laboratory functions, usually
dedicated to the handling of chemical and biological samples. Our work aimed at integrating a
smart polymer called poly(N -isopropylacrylamide) (pnipam) in microsystems, in order to develop
a new technological process for labs on chips.
pnipam is a thermosensitive polymer that undergoes a reversible state transition ; it switches
from a hydrophilic, swollen state below its temperature of transition (lcst ∼ 32˚C), to a hydro-
phobic, collapsed state above it. The technology we developed is based on heating elements and a
surface functionalization process to graft the pnipam layer.
Our results show that the electro-osmotic flow can be modulated by thermally controlling the
pnipam, thus paving the way to electrokinetic mixers. This thermal control also enables the ad-
sorption (and partial desorption) of proteins on fonctionalized beads, the main application being
sample preparation.
Keywords : Lab on a chip, nipam, microfluidics, thermosensitive polymer.
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